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略語表 
APCI Atmospheric pressure chemical ionization 
AUC Area under the concentration-time curve 
BE Bioequivalence 
CHO Chinese hamster ovary 
CI Confidence interval 
CID Collision induced dissociation 
CL/F Oral clearance 
Cmax Maximum drug concentration 
COX Cyclooxygenase 
CV Coefficient of variation 
2D-LC/MS/MS  Two-dimensional LC/MS/MS 
E2-M 13, 14-Dihydro-15-keto PGE2 
EIA Enzyme immunoassay 
ESI Electrospray ionization 
F2α-M 13, 14-Dihydro-15-keto PGF2α 
GC/MS/MS Gas chromatography tandem mass spectrometry 
GMR Geometric mean ratio 
HPLC High performance liquid chromatography 
IS Internal standard 
LC/MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
LLOQ Lower limit of quantification 
15-PGDH 15-Prostaglandin dehydrogenase 
PTP Press through package 
QC Quality control 
RE Relative error 
RIA Radio immunoassay 
SD Standard deviation 
S/N Signal/noise 
SPE Solid phase extraction 
SRM Selected reaction monitoring 
t1/2 Elimination half-life 
tmax Time to maximum concentration 
Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 
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第 1章 緒言 
プロスタグランジンは炭素数 20 の不飽和脂肪酸より、cyclooxygenase（COX）を介して生合
成される生理活性物質の総称であり、その分子内に含まれる 5 員環の酸化様式および側鎖上の
二重結合の数により、プロスタグランジン E1（PGE1）、PGE2、PGD2、PGI2 などに分類される
（Fig. 1）。 
 
Fig. 1 Chemical structures of prostaglandins. 
 
各プロスタグランジンは互いに類似した化学構造を有しているが、それぞれ異なった生理活
性を示すことが知られている。例えば、PGF2αは子宮収縮作用
1)や眼圧低下作用 2)を有し、PGD2
は睡眠 3)、アレルギー4,5)や筋ジストロフィーの病状進行に関与することが知られている 6)。ま
た、PGE2は血圧調節 7)や血小板凝集作用 8) を有し、疼痛 9,10)や炎症のメディエーター11)として
働く一方、抗炎症作用を併せ持つなど 12)、同じ分子であっても生体内で相反する作用を示すこ
ともある。各プロスタグランジンはそれぞれに対応する受容体を介して作用を発揮するが、こ
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れらに対する受容体の遺伝子をノックアウトしたマウスでは、正常マウスと比較して様々な異
常が認められることから 13,14)、生体のホメオスタシスの維持に対してもプロスタグランジンは
極めて重要な役割を担っていると考えられている。また、プロスタグランジンは体内の種々の
組織、臓器で産生されて生理活性を示した後、速やかに代謝され不活化されることから、局所
ホルモンやオータコイドとも呼ばれる。 
PGs はその強力な生理活性から 1970 年代より薬剤としても利用されている（Table 1）。内因
性物質である天然のプロスタグランジンが薬剤になった例として、慢性動脈閉塞症治療薬とし
ての PGE1、妊娠末期における陣痛誘発および陣痛促進剤としての PGE2 および PGF2αなどが挙
げられる。ただし、上述のようにこれらの天然プロスタグランジンは生体内で速やかに不活化
されてしまうことから、薬剤として必ずしも適した性質を有しているわけではない。そのため、
1980 年代頃より、生体内での安定性の向上を主眼においたプロスタグランジン誘導体の開発が
始められ、現在では複数のプロスタグランジン誘導体が医薬品として実際に医療現場で用いら
れている。例として、PGE1 誘導体であるリマプロスト、PGF2α誘導体のラタノプロスト、PGI2
誘導体のベラプロストなどが挙げられる。 
 
Table 1  Prostaglandins and prostaglandin derivatives approved as a medicine 
一般名 属性 主な投与経路 主な適用疾患 
アルプロスタジル PGE1 静脈内 慢性動脈閉塞症・高血圧 
ジノプロストン PGE2 経口・局所 陣痛誘発・陣痛促進 
ジノプロスト PGF2α 静脈内 陣痛誘発・陣痛促進・腸管蠕動亢進 
リマプロスト PGE1誘導体 経口 腰部脊柱管狭窄症に伴う自覚症状 
ゲメプロスト PGE1誘導体 経膣 治療的流産 
カルボプロスト PGF2α誘導体 筋肉内 治療的流産 
ミソプロストール PGE1誘導体 経口 胃潰瘍及び十二指腸潰瘍 
オルノプロスチル PGE1誘導体 経口 胃潰瘍 
エンプロスチル PGE2誘導体 経口 胃潰瘍 
ウノプロストン PGF2α誘導体 点眼 緑内障、高眼圧症 
ラタノプロスト PGF2α誘導体 点眼 緑内障、高眼圧症 
ベラプロスト PGI2誘導体 経口 肺動脈性肺高血圧症 
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このように、天然プロスタグランジンおよびプロスタグランジン誘導体は薬剤として以前か
ら広く医療現場で用いられているが、これらの中には現在に至るまで薬物動態に関する知見が
得られていないものもある。局所投与製剤を除き、経口投与あるいは静脈内投与されたプロス
タグランジンは、循環血により各組織に輸送されるため、薬物動態データは有効性または副作
用を予測する上で重要な指標となる。したがって、薬物動態に関する知見がないということは、
有効性や副作用に対する予測性がそれだけ乏しくなることを意味しており、医薬品にとっては
望ましいことではない。これに該当するプロスタグランジン製剤の例として、本研究の対象と
して選択したジノプロストン ベータデクス錠（有効成分：PGE2）およびリマプロスト アルフ
ァデクス錠（同：リマプロスト）などが挙げられる。PGE2 およびリマプロストの薬物動態がこ
れまで不明であった要因は幾つか考えられるが、その中でも最大の理由は、これらの臨床用量
が極めて低く、血漿中濃度を定量することが非常に困難であったということが考えられる。例
えばリマプロストの 1 回あたりの臨床用量はわずか 5μg（後天性の腰部脊柱管狭窄症）または
10μg（閉塞性血栓血管炎）であり、臨床用量での血漿中濃度は 1 pg/mL を下回る可能性が考え
られた。また、PGE2の臨床用量は 500μg とリマプロストの 50～100 倍高いが、天然プロスタ
グランジンが生体内で極めて不安定であることを考慮すると、やはりリマプロストと同程度の
血漿中濃度しか示さないと推察された。ジノプロストン ベータデクス錠およびリマプロスト 
アルファデクス錠を開発していた 1970 年代～1980 年代での分析技術では、これほどの定量感
度を獲得することは不可能であったことから、薬物動態に関する知見を得ることができず、上
市以降現在に至るまで薬物動態データが欠損している状況が続いていた。しかし、薬物動態が
不明であることにより、臨床現場で起こった有害事象と薬剤の因果関係について十分な考察が
できないといったことや、用法の妥当性を説明できないなどの問題もあり、医薬品を患者に提
供する製薬会社として対策を講じる必要があると考えられた。また、近年の分析技術の進歩は
日進月歩であり、薬剤の開発当時では定量できなかった血漿中の天然プロスタグランジンおよ
びプロスタグランジン誘導体も、現在の分析技術を利用すれば定量できる可能性が考えられた。
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そこで本研究ではヒトにおけるリマプロストと PGE2 の薬物動態を明らかにすることを目的と
し、これらの血漿中高感度定量法を開発することにした。 
プロスタグランジンの定量法としてはこれまでも種々の報告がなされているため、本研究で
はその中で最も適した方法を採用することとした。Radioimmunoassay（RIA）15,16)および enzyme 
immunoassay（EIA）17,18)といった免疫学的手法はプロスタグランジンの定量に従来から広く使
われているが、これらの利点は高価な機器を用いずに高感度に定量できることである。また、
主要なプロスタグランジンについては定量用のキットも市販されており、操作も比較的簡易で
ある。しかしながら、免疫学的手法には特異性が低いという欠点があり、血漿のような複雑な
マトリクスでは、そこに含まれる夾雑物が交差反応することで定量値を過大評価してしまう危
険性が考えられる。また、リマプロストのように定量用キットや抗体が市販されていない場合
は、抗体を調製する作業から始める必要があり、時間と手間を要する。以上のことから、RIA
および EIA は本研究では不適切であると判断した。Gas chromatography-tandem mass spectrometry
（GC/MS/MS）は RIA および EIA よりも感度および特異性が優れており、プロスタグランジン
の定量にも応用されている方法である 19-22)。また、RIA や EIA が原理的に複数の成分を同時定
量することができないことに対し、GC/MS/MS では可能であるという利点もある。しかしなが
ら、プロスタグランジンのように揮発性を有しない化合物を GC/MS/MS 定量するためには複雑
な誘導体化が必須であることから、プロスタグランジンの定量法として必ずしも最適とはいえ
ない。 
Liquid chromatography-tandem mass spectrometry （LC/MS/MS）による薬物の定量分析は、
electrospray 法（ESI）および atmospheric pressure chemical ionization 法（APCI）といった大気圧
イオン化技術の進歩とともに、現在では high performance liquid chromatography（HPLC）に代わ
って薬物動態試験の定量分析手法の主役となっており 23,24)、プロスタグランジンの定量にも用
いられている 25-28)。LC/MS/MS は高い感度と特異性を有することが特徴であり、GC/MS/MS と
は異なり誘導体化が不要であることも LC/MS/MS の利点の一つとなっている。また、上述のよ
うに、近年の LC/MS/MS は装置自身の高感度化が進んでおり、このことも薬物の高感度測定に
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LC/MS/MS が占める割合が増大している要因の一つとなっている。以上のような背景のもと、
本研究においては PGE2 およびリマプロストの定量法に LC/MS/MS を採用することにした。し
かし、最近の LC/MS/MS 装置の高感度化が進んでいるとはいえ、今回対象とした血漿のような
複雑なマトリクスを用いてプロスタグランジン類の高感度定量を行うことは容易ではない。ま
して、今回の目標感度は定量下限濃度（LLOQ）として 0.100 pg/mL（リマプロストの場合）に
設定したが、我々が調査した限り、LC/MS/MS を用いてこれほどの高感度で薬物の定量分析を
実施した例はなく、調査した中で最も低い LLOQ でも 0.400 pg/mL29)であった． 
本研究のように、極めて高感度な定量法を LC/MS/MS で開発する際に重要なのは、MS/MS
による絶対的な感度（シグナル強度）よりも、むしろ測定対象物質と血漿由来の内因性夾雑物
とを分離し、signal/noise（S/N）比を向上させることである。特に天然のプロスタグランジンや
リマプロストのような天然プロスタグランジンと類似した構造を有する誘導体のように、生体
内に同じ分子量を持つ物質が多数存在する場合は、MS/MS による selected reaction monitoring
（SRM）においても測定対象物質と内因性夾雑物を分離することは困難であり、LC において
十分に分離をする必要があると考えられる。実際にヒト血漿中リマプロストの定量法を予備的
に検討した際に、一般的な LC/MS/MS を用いたところ、内因性夾雑物の影響により目標として
いた定量感度を得ることができなかった。したがって、一般的な LC/MS/MS よりも内因性夾雑
物の影響を軽減するような特異性の高い LC システムの構築が必要であると考えられた。 
特異性を高める手法として考えられたのが、通常の LC においては 1 本の分析カラムを用い
て測定対象物質と血漿由来の夾雑物を分離するところを、2 本の分析カラムで分離する二次元
LC（2D-LC）と質量分析装置を組み合わせた 2D-LC/MS/MS システムである。2D-LC/MS/MS
は蛋白質のペプチド断片などを網羅的に測定する目的でプロテオーム解析において広く使わ
れている手法である 30-35)。一本の分析カラムで測定する通常の LC/MS/MS と比べ、
2D-LC/MS/MS では分離を二度行うことから特異性の大幅な向上が期待できるため、内因性夾
雑物の影響を軽減させることが期待できる。一方で、2D-LC/MS/MS は複雑なシステムを構築
することになるため、条件設定に時間を費やすことや、再現性の確保が難しい、または分析時
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間が長くなるという欠点もあり、今回のように低分子のルーチン分析に使われた例はほとんど
報告されていない。しかし、このような欠点があるにせよ、血漿中 PGE2 およびリマプロスト
の高感度定量法を開発するためには分析法の特異性を向上させることに主眼を置く必要があ
ると考え、本研究では 2D-LC/MS/MS を採用することとした。 
そこで本研究では 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中 PGE2 およびリマプロストの高感度定量法を
開発し、それぞれの臨床薬物動態研究に応用することとした。まず第 2 章では PGE1誘導体である
リマプロストについて 2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中濃度の高感度定量法の開発を行い、その方
法についてバリデーションを実施した。第 3 章では、健康成人男性におけるリマプロスト アルフ
ァデクス錠の臨床薬物動態試験を実施し、第 2 章で開発した 2D-LC/MS/MS で血漿中リマプロスト
濃度を定量し、臨床用量におけるリマプロストの薬物動態特性を明らかにした。また、第 4 章では
耐湿性を向上させたリマプロスト アルファデクス錠の新製剤と従来の製剤との生物学的同等性
（BE）試験を実施し、両製剤が生物学的に同等であることを示した。次に第 5 章では、リマプロ
ストの定量法を応用し、2D-LC/MS/MS によるヒト血漿中 PGE2 の定量法を開発した。同時に、PGE2
の代謝物として血漿中に検出される可能性が考えられた PGF2α、13, 14-dihydro-15-keto PGE2 
（E2-M）および 13, 14-dihydro-15-keto PGF2α (F2α-M) についても測定対象物質として定量法を開発
した。第 6 章では健康成人女性におけるジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験を実
施し、2D-LC/MS/MS を用いて各プロスタグランジンの血漿中濃度測定を行い、薬物動態を明らか
にした。 
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第 2章 2D-LC/MS/MSによるヒト血漿中リマプロストの超高感度定量法の開発 
第 1節 序論 
リマプロストは PGE1 の誘導体であり、薬理作用として血管拡張作用（血流増加作用、血圧
低下作用）および抗血小板作用を有している 36-38)。リマプロスト アルファデクス錠（オパル
モンⓇ錠）はリマプロストをα-シクロデキストリンで包接したリマプロスト アルファデクスを
原薬とする薬剤であり、治験において閉塞性血栓血管炎患者に対しては潰瘍、疼痛および冷感
などの虚血性諸症状の改善、後天性の腰部脊柱管狭窄症患者に対しては自覚症状（下肢疼痛、
下肢しびれ）および歩行障害に対する有効性が認められたことから 39)、1988 年に閉塞性血栓血
管炎を適応症として承認を取得し、2001 年に後天性腰部脊柱管狭窄症に対する効能を追加した。
本剤の臨床用量は、後天性腰部脊柱管狭窄症を適応とする場合には 1 回 5μg 、閉塞性血栓血
管炎対しては 1 回 10μg と極めて微量であることから、承認申請時にはヒトでの十分な血漿中
濃度測定法を確立できておらず、ヒトにおける薬物動態特性は明らかではなかった。 
そこで本章では、定量感度および特異性に優れた 2D-LC/MS/MS を用い、ヒト血漿中リマプ
ロストの高感度定量法の開発を行った。定量法の開発を始めるにあたり、目標定量感度を 0.100 
pg/mL に設定し、一回の分析操作に供する血漿量は 3 mL とした。LC/MS/MS による定量法開
発の手順としては、まず一般的な 1D-LC/MS/MS を用いて定量感度を確認し、この方法では目
標感度の達成が困難であることが確認された後、より複雑な 2D-LC/MS/MS による定量法の検
討を開始した。そして 2D-LC/MS/MS を用いることにより目標感度を達成できたことを確認し
たのち、定量法のバリデーションを行った。 
バリデーションは定量分析において極めて重要なプロセスである。医薬品の開発過程におい
て血漿（あるいは血清、血液）中濃度は測定する機会は非常に多く、第Ⅰ相試験から市販後の
第Ⅳ相試験までの全ての臨床試験が対象となり、得られた結果は試験横断的に比較される。ま
た、薬物相互作用試験など血漿中濃度が主評価項目になるような臨床試験では、最高血漿中濃
度（Cmax）や血漿中濃度－時間曲線下面積（AUC）等の 薬物動態パラメータに約 20％の差が
あるか否かが重要な判断材料になることもある 40)。そのためその医薬品の定量法には厳密な正
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確性および再現性が求められる。また、エステル体のように、測定対象物質によっては検体採
取から測定に供するまでの間に分解しやすいものもあり、実際の検体の保存条件に即した方法
で測定対象物質の安定性を保証することが必要となる。このような定量法の正確性、再現性お
よび安定性などを、実際の臨床検体測定の前に確認し、保証を行うのがバリデーション試験で
ある。現在、血漿をはじめとする生体試料中薬物の定量法バリデーションの実施項目、実施方
法ならびに合否の判定基準方法は 2001 年に FDA が発行したガイダンス「Guidance for Iindustry,  
Bioanalytical Method Validation (2001)」41)に準拠することが一般的になっており、本章でもこの
ガイダンスに従ってバリデーション試験を実施した。 
 
第 2節 方法 
2-2-1 試験材料 
リマプロストおよび内標準物質（IS）として用いた d4-リマプロスト（Fig. 2）は、小野薬品
工業株式会社で合成されたものを用いた。純度はいずれも 98.0％以上であった。d4-リマプロス
トの同位体純度は算出されていないが、d4-リマプロストのみ LC/MS/MS に注入したときにリ
マプロストが不純物として検出されることはなかった。リマプロストおよび IS はエタノールで
1 mg/mL の濃度になるように溶解し、その後エタノールで希釈を行い、リマプロストについて
は 10.0、20.0、50.0、100、200、500、800 および 1000 pg/mL、IS については 1000 pg/mL の濃度
の溶液を調製した。前処理時に使用した PGE1 は Cayman Chemical より、エタノール、メタノ
ール、アセトニトリル、酢酸エチル、ヘキサン（以上全て HPLC 用）および 1 mol/L 塩酸はキ
シダ化学よりそれぞれ購入した。酢酸カリウム（特級）および 1 N 水酸化ナトリウムは片山化
学より購入した。酢酸、酢酸アンモニウム（以上特級）および HPLC 用水はシグマ･アルドリ
ッチから購入し、一部の LC 移動相に用いたアセトニトリル（LC/MS 用）は関東化学から入手
した。血漿の前処理には solid phase extraction（SPE）カラムとして、Bond Elut C18（3 CC、500 
mg、Varian）、Bond Elut DEA（3 CC、500 mg、Varian）および OASIS HLB（1 CC、30 mg、Waters）
を用いた。 
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定量法の開発およびバリデーションに用いたヒト血液および血漿は、小野薬品工業株式会社
のボランティア（健康成人男女）から採取した。採血に際しては、小野薬品工業株式会社研究
本部「ヒト組織を用いた研究」倫理委員会より承認を受けた。採血は前腕部皮静脈よりヘパリ
ン処理（ヘパリンナトリウム注Ｎ「シミズ」を添加）した注射筒を用いて行い、この血液を 4℃、
約 1500g（3000 rpm）で 10 分間遠心分離して血漿を得た。得られた血漿は使用するまで-20℃で
保存した。 
 
Limaprost d4-Limaprost  
COOH
OH
O
OH H
HH H
COOH
OH
O
OH D
DD D  
Fig. 2 Chemical structure of limaprost and d4-limaprost (IS). 
 
2-2-2 機器 
2D-LC/MS/MS の LC 部分には、HP1100 バイナリポンプ (Agilent)、Nano Space SI-1 アイソク
ラティックポンプ（Shiseido）および MP710 キャピラリポンプ（GL Sciences）の 3 種のポンプ
を使用した。なお、予備的に検討した一般的な 1D-LC/MS/MS では HP1100 バイナリポンプの
み使用した。その他、HP1100 カラムオーブン、HP1100 オートサンプラー（いずれも Agilent）
およびスイッチングバルブ（Valco）を使用した。MS/MS 装置は Sciex API4000 （Applied 
Biosystems）を用いた。イオン源には TurboIonSpray interface を用い、negative ion mode で分析
を行った。また、LC/MS/MS 用ソフトウェアには Analyst ver. 1.4（Applied Biosystems）を用い
た。  
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2-2-3 血漿の前処理方法 
本章で開発したヒト血漿の前処理方法を以下に示し、スキームを Fig. 3 に示した。 
まず、ガラス試験管に 30μL の IS 溶液を採取した後、ヒト血漿を 3 mL 添加し、さらにリマプ
ロストのガラス試験管への吸着を抑制する目的で 100 ng/mL の PGE1溶液（エタノール溶液）
を 100μL 添加した。このガラス試験管をボルテックスで攪拌しながら少しずつ 1 mL のアセト
ニトリルを添加し、さらに 5 mL のアセトニトリルを加えて攪拌し、血漿蛋白を沈澱させた。
これを 3000 rpm（約 1500g）で 10 分間遠心し、上清を別の試験管にデカンテーションで移した。
残渣を 2 mL のアセトニトリルで洗浄し、この洗浄液を先程の上清と併せて、遠心エバポレー
タで約 2 mL まで濃縮した後、水／酢酸混液（99：1）1 mL を添加した。次に、予め 2.5 mL の
酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った逆相 SPE
カラム Bond Elut C18にこの濃縮液を負荷した後、5 mLの水および水／メタノール混液（3：2）、
更に 4 mL のヘキサンでカラムを洗浄した。カラムからの溶出は 4 mL の酢酸エチルで行い、こ
の溶出液を約 2 mL まで濃縮した後、2.5 mL の 1 mol/L 塩酸、水、メタノール／0.5 mol/L 酢酸
カリウム pH10 混液（3：2）および酢酸エチルでコンディショニングをした弱陰イオン交換カ
ラムの Bond Elut DEA に負荷した。カラムを 2.5 mL の酢酸エチルおよび 2.5 mL の水／酢酸混
液（99：1）で洗浄した後、4 mL の（水／酢酸混液（99：1））／メタノール混液（3：2）で溶
出した。溶出液を遠心エバポレータで約 1 mL まで濃縮し、予め 1 mL の酢酸エチル、メタノー
ルおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った逆相カラムの OASIS HLB に負
荷した。カラムを 1 mL の水／酢酸混液（99：1）で洗浄した後、3 mL の酢酸エチルで溶出し、
遠心エバポレータで溶出液を乾固した。残渣を 110μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム、pH4.5
／アセトニトリル混液（7：3）で再溶解し、オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100
μL を LC/MS/MS に注入した。 
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Fig. 3 Scheme of sample preparation for the determination of limaprost in human 
plasma (Original method). 
ガラス試験管
＋IS 30μL
＋ヒト血漿 3 mL
＋PGE1溶液 100μL
アセトニトリル 1 mL
攪拌
アセトニトリル 2 mL
攪拌
遠心分離
1500 g×10min
上清 沈渣
上清を約2 mLにまで濃縮
水／酢酸混液(99:1) 1 mL
Bond Elut C18に負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 2.5 mL
・メタノール 2.5 mL
・水／酢酸混液(99:1) 2.5 mL
溶出
・酢酸エチル 4 mL
洗浄
・水 5 mL
・水／メタノール混液(3:2) 5 mL
・ヘキサン 4 mL
溶出液を約2 mLにまで濃縮
Bond Elut DEAに負荷
（コンディショニング）
・1 mol/L塩酸 2.5 mL
・水 2.5mL
・メタノール／ 0.5 mol/L酢酸カリ
ウムpH 10混液(3:2) 2.5 mL
・酢酸エチル 2.5 mL
洗浄
・酢酸エチル 2.5 mL
・水／酢酸混液(99:1) 2.5 mL
溶出
・(水／酢酸混液(99:1))／
メタノール混液(3:2) 4 mL
溶出液を約1 mLにまで濃縮
OASIS HLBに負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 1 mL
・メタノール 1 mL
・水／酢酸混液(99:1) 1 mL
洗浄
・水 1 mL
溶出
・酢酸エチル 3 mL
溶出液の乾固
アセトニトリル 5 mL
残渣の再溶解
・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
アセトニトリル混液(7:3) 110μL
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2-2-4 定量法バリデーション 
本章で開発した 2D-LC/MS/MS を用いたヒト血漿中リマプロストの定量法についてバリデー
ションを実施し、定量法の妥当性について検証を行った。バリデーションの実施項目、実施方
法ならびに合否の判定基準は FDA ガイダンスに準拠した。以下に本章で実施したバリデーシ
ョン試験の詳細を示した。 
特異性 
 ヒト 6 個体（男女各 3 個体）のブランク血漿、および対照試料として各ブランク血漿に LLOQ
である 0.100 pg/mL のリマプロストを添加した試料を 2D-LC/MS/MS で分析し、血漿由来成分が
リマプロストの定量性に影響を与えることがないことを確認した。特異性の判定基準としては、
全個体においてブランクヒト血漿におけるリマプロストの保持時間に存在する妨害ピークの
面積が、対照試料におけるリマプロストのピーク面積の 20％以下であることとした。 
検量線の直線性 
 ブランクヒト血漿にリマプロストを添加し、0.100、0.200、0.500、1.00、2.00、5.00 および
10.0 pg/mL の検量線用試料を調製し、これらを 2D-LC/MS/MS で測定した(n=3)。リマプロスト
の濃度（x）とピーク面積比（y：リマプロストのピーク面積/IS のピーク面積）から線形最小二
乗法により直線回帰して回帰式を求めた。この回帰式を用いて、各検量線用試料の back-calculate
値を求め、このときの真度（relative error（RE）として算出）が 2/3 のポイント数以上で±15.0％
以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）であり、かつ、相関係数が 0.99 以上であ
った場合、検量線の直線性ありと判定した。 
真度：RE（％）=（Back calculate 値－理論値）／理論値×100 
日内再現性 
ブランクヒト血漿にリマプロストを添加し、0.100、0.200、1.00 および 8.00 pg/mL（各 n=5）
の再現性確認用試料を調製し、これら試料中リマプロスト濃度を定量した。この操作を 3 日間
実施し、得られた定量値の真度および精度を下式に従って算出した。3日間ともにREが±15.0％
以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以下）かつ coefficient of variation（CV）が 15.0％
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以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では 20.0％以下）であったとき、日内再現性があると判定し
た。 
真度：RE（％）=（測定値の平均値－理論値）／理論値×100 
精度：CV（％）= 測定値の標準偏差／測定値の平均値×100 
日間再現性 
日内再現性で得られた全ての定量値（各濃度 n=15）を用い、真度および精度を求め、日間再
現性を評価した。RE が±15.0％以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）かつ CV
が 15.0％以下（LLOQ である 0.100 pg/mL では 20.0％以下）であったとき、日間再現性がある
と判定した。 
定量範囲 
 特異性、検量線、日内および日間再現性の結果より定量範囲および定量下限を設定した。  
前処理操作における回収率の算出 
 前処理操作でのリマプロストの回収率を 0.200、1.00 および 8.00 pg/mL の 3 濃度において算
出した。回収率算出用試料（各濃度 n=3）には、あらかじめブランクヒト血漿にリマプロスト
を添加した後に前処理操作を行い、前処理終了後に IS を添加した。一方、基準試料（各濃度
n=3）はブランク血漿を前処理した後に、回収率算出用試料と同量のリマプロストおよび IS を
添加した。それぞれを 2D-LC/MS/MS で測定し、以下の式により回収率を算出した。 
回収率（％）＝ 
回収率算出用試料のピーク面積比の平均値（n=3） 
×100 
基準試料のピーク面積比の平均値（n=3） 
希釈再現性 
 リマプロストを 20.0 pg/mL となるようにヒト血漿に添加し、これをブランクヒト血漿で 10
倍希釈した試料を測定し（n=5）、RE が±15.0％以内かつ CV が 15.0％以下であるとき、希釈再
現性ありと判定した。 
安定性試験 
血漿中リマプロストに関しては、室温、4℃、-20℃、-80℃、室温と-80℃の凍結融解繰り返
しの各条件について安定性を評価した。なお、凍結融解繰り返し安定性試験では、室温での安
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定性試験の要素が組み込まれないよう、試料が室温で完全に融解したことを確認した後、直ち
に冷凍庫に移して次サイクルの凍結に供した。また、前処理後の試料中での安定性を保証する
ため、4℃に設定した LC オートサンプラー中での安定性、更に、4℃に保存したヒト血液中で
の安定性も検討した。いずれも 2 濃度で実施し、保管後の各試料中リマプロスト濃度（n=3 の
平均値）の理論値に対する RE が±15.0％以内であるとき、安定であると判定した。 
また、リマプロストおよび IS 標準液（いずれもエタノール溶液）を-20℃あるいは室温で保
存したときの安定性を確認した。リマプロスト標準液については 10.0 および 1000 pg/mL の 2
濃度、IS 溶液については 1000 pg/mL で検討を行った。この時、保管後のリマプロストおよび
IS 濃度（n=3 の平均値）の理論値に対する RE が±15.0％以内であるとき、安定であると判定
した。 
 
第 3節 結果 
2-3-1  SRM条件の最適化 
まず、リマプロストおよび IS の標準品を用い、LC/MS/MS 測定における SRM 条件の検討を
行った。リマプロストおよび IS を ESI 負モードで分析したとき、いずれも脱プロトン化したイ
オンがベースピークとして検出されたことから（リマプロスト：m/z 379、IS：m/z 383）、次に
それぞれのベースピークをプレカーサーイオンに設定し、MS/MS スペクトルを測定した（Fig. 
4）。リマプロストおよび IS ともに 2 分子の脱水により結果生じたイオンがベースピークとして
認められ、その他、脱水ピーク以外としては、リマプロストでは m/z 233 および m/z 299、IS で
はm/z 233およびm/z 303がピークとして認められた。 脱水ピークは collision induced dissociation
（CID）において最も生じやすいピークの一つであり、リマプロスト以外の多くの内因性物質
も同様のピークを生じると考えられることから、特異性向上を目的とした SRM のモニターイ
オンとして選択することは望ましくない。そこでリマプロストについては脱水ピーク以外で最
も強い強度を示した m/z 233 を SRM のモニターイオンとして選択することとした。また、IS
についても同様に m/z 233 をモニターイオンに選択した。なお、その他の質量分析計の各パラ
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メータの設定値には、リマプロストおよび IS 標準液をインフュージョンあるいはフローインジ
ェクションすることにより得られた最適値を選択した。主なパラメータの設定値を示す。Probe 
temperature, 500℃; ionization voltage, -4500 V; declustering voltage, -70V; collision energy, -16 
eV（リマプロスト）, -18 eV（IS）; scan time, 1500 msec（リマプロスト）, 200 msec（IS）; collision 
gas, 6 psi; curtain gas, 10 psi． 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Negative ESI MS/MS spectra for limaprost and d4-limaprost (IS). 
 
2-3-2 1D-LC/MS/MSによる血漿中リマプロスト測定法の検討 
2D-LC/MS/MS による検討に先立ち、2D-LC/MS/MS よりも簡便な conventional LC/MS/MS
（1D-LC/MS/MS）を用いて目標感度の達成可能性を検討した。移動相条件および分析カラムに
ついて種々の条件を検討した。そのシステム概略図と逆相モードによる代表的な分析条件を
Fig. 5 に示した。 
d4-Limaprost Limaprost 
m/z m/z 
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Pump 1 MS/MS
Analytical column
Auto sampler
  
Analytical column: Inertsil ODS-3, 3μm, 2.1×150 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature: room temperature 
Flow rate 
Pump 1, flow rate: 200μL/min 
Mobile phase  
A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program 
Time A B 
(min)      (%)    (%) 
0 84 16 
30 46 54 
30.1 84 16 
40 84 16 
Fig. 5 Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS. 
 
また、この分析条件でリマプロストを測定したときの SRM クロマトグラムを Fig. 6 に示し
た。 
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Fig. 6 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 5. (A) Limaprost 
standard corresponding concentration of target LLOQ (0.100pg/mL), (B) blank 
human plasma, (C) human plasma spiked with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
リマプロスト標準物質のみを注入したFig. 6-Aのクロマトグラム上にはリマプロストのピー
クが確認できた。これにより、一般的な 1D-LC/MS/MS であっても、血漿成分がない条件であ
れば、目標感度のリマプロストを検出できることが示された。一方、これと同じ濃度をヒトブ
ランク血漿に添加して分析を行った Fig. 6-C のサンプルでは、リマプロストのピークを認識す
ることはできなかった。これはブランク血漿を測定した Fig. 6-B のクロマトグラムを見ても明
らかなように、血漿由来成分によりクロマトグラム全体のベースラインレベルが上がっている
Limaprost 
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ことと、リマプロストの保持時間前後に溶出する夾雑物により、リマプロストのピークがマス
クされていることが原因と考えられた。また、逆相モードの他のカラムや順相モード（HILIC
モード）のカラムを用いて同様の検討を行ったが、どの条件を用いても血漿由来の夾雑物の影
響を取り除くことはできなかった（データは示さず）。 
次に、トラッピングカラムを利用したカラムスイッチング法を検討した。LC/MS/MS による
分析において、MS/MS での感度を向上させるために on-line でトラッピングカラムを用いて試
料を濃縮することは一般的に使われる手法である 42,43)。本章では上述の 1D-LC/MS/MS にトラ
ッピングカラムを組み合わせたカラムスイッチングシステムを構築し、定量感度を向上させる
ことができるかどうかについて検討した。そのシステム概略図と代表的な分析条件を Fig. 7 に
示した。ここでは、ポンプ 1 の流速は Fig. 5 と同じ 0.2 mL/min であるが、ポンプ 2 の流速を
0.02 mL/min に低下させ、試料の濃縮を行っている。この分析条件でリマプロストを測定したと
きのクロマトグラムを Fig. 8 に示した。なお、Fig. 6 と Fig. 8 の A、B、C は同一のサンプル
を分析した結果である。Fig. 6-A と同様に、リマプロストの標準品を測定した Fig. 8-A ではリ
マプロストを検出することができたが、この時のピーク高さは Fig. 6-A の約 2 倍であり、トラ
ッピングカラムの利用と、移動相の流速の低下による試料の濃縮効果が示された。しかし、ブ
ランク血漿（Fig. 8-B）と目標感度のリマプロストを添加した血漿（Fig. 8-C）のクロマトグラ
ムを比較しても明らかなように、血漿中に添加したリマプロストは検出できず、むしろ血漿由
来の夾雑物も濃縮されたことにより、ベースラインレベルが更に上昇し、リマプロストの保持
時間付近の夾雑ピークも増幅された。 
以上の結果より、トラッピングカラムによる濃縮の有無に関わらず、1D-LC/MS/MS では目
標とする 0.100 pg/mL を定量することは困難であると考えられた。ただし、標準物質のみでは
検出が可能であったことから、血漿由来の夾雑物との分離（特異性）を向上させることにより、
目標感度を達成できる可能性が考えられた。そこで次に 2D-LC/MS/MS を用いた検討を行うこ
ととした。 
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A
B
Pump 1
Pump 2
MS/MS
Analytical column
Trapping column
Auto sampler
Waste
 
Analytical column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (isocratic) 
Pump 2: 20μL/min (gradient) 
Mobile phase:  
Pump 1: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (9:1) 
Pump 2A: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
Pump 2B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program: 
 Pump 2 
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 84 16 
30 46 54 
30.1 84 16 
40 84 16 
Switching valve position 
 0 min – 1 min: A 
 1 min – 40 min: B 
 
Fig. 7 Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS with 
a column switching. 
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Fig. 8 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with a column switching system with the condition 
described in Fig. 7. (A) Limaprost standard corresponding concentration of 
target LLOQ (0.100pg/mL), (B) blank human plasma, (C) human plasma spiked 
with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
2-3-3 2D-LC/MS/MSによる血漿中リマプロスト測定法の開発 
2D-LC/MS/MS では 1 本のカラムでは分離ができないピークを 2 本の分析カラムを組み合わ
せることで分離可能となることが期待される。そのため、一次元目にイオン交換カラム、二次
Limaprost 
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元目に逆相カラムを用いるなど、異なる分離モードのカラムを組み合わせることが一般的であ
る。そこで本章においても、逆相、順相、イオン交換および分子篩（ゲルろ過）の分離モード
のカラムを用いて検討し、分離モードの最適な組み合わせを選択することとした。なお、定量
法開発の最終的な目的は臨床検体の測定であることから、定量法には多検体の測定を再現良く
実施できることが必要条件として求められる。この点を考慮して検討を行った結果を Table 2 
に示した。 
 
Table 2 Summary of the results of the investigations for the optimizing the 
combination of separation mode in 2D-LC/MS/MS systems for the 
determination of limaprost in human plasma 
分離モード 
適否 理由 
一次元目 二次元目 
イオン交換 逆相 不適 
陰イオン交換カラムの耐久性が低く、保持時間の変動が起こ
りやすいため、多検体測定に応用することは困難である。 
逆相 イオン交換 不適 
二次元目カラムの特異性が低く、内因性夾雑物との分離が困
難である。 
ゲル濾過 逆相 不適 
逆相のみの場合と比較して、特異性の向上が認められなかっ
た。 
HILIC(順相) 逆相 不適 
一次元目カラムと二次元目カラムの間に設置するトラッピ
ングカラムに保持されない。 
逆相 HILIC(順相) 不適 
一次元目の移動相由来の水分の影響により、二次元目カラム
に保持されない。 
逆相 逆相 適 
一次元目の保持時間は安定であり、1D-LC/MS/MS と比較し
て内因性夾雑物との分離も向上した。 
 
プロテオミクス分野において 2D-LC/MS/MS を用いる際には、一次元目に陽イオン交換モー
ド、二次元目に逆相モードという組み合わせが汎用される 32, 33)。しかし、今回のリマプロスト
のように、多検体を再現良く定量するためにはイオン交換カラムの耐久性に問題があることが
明らかになった。また、その他種々の組み合わせを検討したが、その多くは欠点を有している
ことが示された。その中で一次元目と二次元目の両方に逆相モードを用いるという組み合わせ
がリマプロストの定量に最も適していると考えられた。しかし、異なる分離モードの組み合わ
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せに対し、両次元ともに同一の分離モードを用いるということは特異性の向上という面からは
不利と考えられる。そこで、逆相モードの種々の固定相のカラムを用いて詳細な検討を行い、
特異性が向上する組み合わせを模索した。その結果、一次元目には固定相としてフェニル（Ph）
基、二次元目にオクタデシル（C18）基を用いる組み合わせが、特異性の向上に対して適してい
ることを見出した。そのシステムの概略図と分析条件を Fig. 9 に示し、その時の SRM クロマ
トグラムを Fig. 10 に示した。 
A
B
Pump 1
Pump 2 Pump 3
MS/MS
1st column
2nd column
Trapping column
Auto sampler
Waste
 
1st column: Capcell PAK Phanyl UG120, 5μm, 2.0×150 mm (Shiseido) 
2nd column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (gradient), Pump 2: 400μL/min (isocratic), Pump 3: 20μL/min (gradient) 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (7:3) 
Pump 1B: acetonitrile 
Pump 2: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5) 
Pump 3A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (4:1) 
Pump 3B: 1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (1:4) 
Gradient time program 
    Pump 1      Pump 3 
Time A B  Time A B 
(min) (%) (%)  (min) (%) (%) 
0 100 0  0 5 95 
22 100 0  5 5 95 
22.1 10 90  5.1 84 16 
28 10 90  20 84 16 
28.1 100 0  50 16 54 
50 100 0     
Switching valve position 
 0 min   – 17.5 min: A 
 17.5 min – 21.5 min: B 
21.5 min – 50 min:  A 
Fig. 9  Schematic representation and the analytical condition of the 2D-LC/MS/MS.  
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Fig. 10 Representative SRM chromatogram of human plasma using the 2D-LC/MS/MS 
system with the condition described in Fig. 9. (A) Blank human plasma, (B) 
human plasma spiked with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
Fig. 10-A はヒトのブランク血漿、Fig. 10-B は 0.100 pg/mL のリマプロストを添加したヒト
血漿を分析したときのクロマトグラムである。1D-LC/MS/MS と比較して今回開発した
2D-LC/MS/MS ではベースラインの顕著な低下が認められ、リマプロストの保持時間周辺の夾
雑ピークも消失した。このため、目標としていた 0.100 pg/mL の濃度においても明確なピーク
を認めることができた。そこで次に、この定量法によるバリデーション試験実施し、多検体の
定量分析に用いることができるかどうか検証を行った。 
 
2-3-4 定量法バリデーション 
本定量法の特異性については、ヒトのブランク血漿を分析した時にリマプロストの保持時間
周辺にリマプロストの定量値に影響を及ぼすような血漿由来の夾雑ピークが存在するかどう
A 
B Limaprost 
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かを検討した。本章では 6 個体のヒト血漿を用いて特異性を検討したが、いずれの個体におい
ても Fig. 10 と同様のクロマトグラムが得られた。つまり、いずれの個体の血漿においてもリ
マプロストの定量性に影響を及ぼすような妨害ピークは認められず、この 2D-LC/MS/MS によ
る定量法の特異性が高いことが示された。 
次に検量線の直線性を検討した。代表的な検量線の結果を Fig. 11 に示した。 
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Fig. 11 Representative calibration curve for the determination of limaprost. 
 
リマプロストの検量線は 0.100～10.0 pg/mL の濃度範囲で良好な直線性を示した。また、全て
の検量線において相関係数はいずれも 0.99 以上であり、良好な相関を示した。 
定量結果の再現性について検証を行った。日内再現性および日間再現性の結果を Table 3 に
示した。いずれの濃度でも真度および精度は判定基準を満たしており、本定量法に十分な再現
性があることが示された。 
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Table 3 Intra-day and inter-day precision and accuracy for detection of limaprost in 
human plasma 
Intra-day 
Spiked concentration Day RE CV 
(pg/mL)   (%) (%)  
 1 13.5 6.0 
0.100 2 17.6 9.7 
 3 8.9 5.6 
 1 3.8 9.0 
0.200 2 12.0 5.1 
 3 -4.9 7.9 
 1 -3.3 7.5 
1.00 2 4.7 3.5 
 3 -9.2 3.9 
 1 6.6 1.7 
8.00 2 12.3 3.9 
 3 6.3 2.2 
n=5 
Inter-day 
Spiked concentration RE CV 
(pg/mL)  (%) (%)  
0.100 13.3 7.6 
0.200 3.6 9.7 
1.00 -2.6 7.8 
8.00 8.4 3.7 
n=15 
 
以上の特異性，検量線，日内および日間再現性の結果より、血漿中リマプロストの定量範囲
は 0.100～10.0 pg/mL、そして定量下限濃度は 0.100 pg/mL に設定された。  
次に血漿試料の前処理操作におけるリマプロストの回収率を求めたところ、0.200、1.00、8.00 
pg/mL におけるリマプロストの回収率は、それぞれ 74.5、64.9、67.4％であった。また、リマプ
ロストを含む血漿をヒトブランク血漿で 10 倍希釈したときの希釈再現性についても評価を行
った。RE および CV は、それぞれ-2.8％および 4.6％であり、希釈再現性の判定基準を満たし
た。 
さらに、各種試料中でのリマプロストの安定性を検討し、各条件下で安定性が保証された期
間を Table 4 に示した。 
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Table 4 Stability of limaprost under various storage conditions 
Matrix Condition Certified period 
Plasma Room temperature 4 hours 
 4ºC 3 days 
 -20ºC 7 days 
 -80ºC 73 days 
 Freeze/thaw (-80ºC /r.t.) 3 cycles 
Whole blood 4ºC 4 hours 
Processed sample 4ºC 96 hours 
 
また、標準液（エタノール溶液）中でのリマプロストおよび IS の安定性を検討した結果、リ
マプロストおよび IS ともに-20℃条件下では 101 日間、室温条件下では 24 時間まで安定である
ことが示された． 
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第 4節 考察 
本章では 2D-LC/MS/MS を用い、PGE1 誘導体であるリマプロストの血漿中濃度の超高感度定
量法を開発した。リマプロストのヒト血漿中濃度の目標定量感度として定めた 0.100 pg/mL と
いう濃度は、LC/MS/MS を用いた方法では過去に報告例がないほどの極めて低い濃度である。
報告例がない理由の一つには、通常の薬剤では薬物動態評価を行う上でこれほどの低濃度の定
量を必要としないということも挙げられるが、その他にも 1.00 pg/mL を下回るような濃度は最
近の高感度な LC/MS/MS でも定量が困難であるということが考えられる。実際に、本章におけ
る 1D-LC/MS/MS での検討では、目標感度を達成することは不可能であった。しかし、これは
LC/MS/MS の絶対的な感度が不足しているわけではなく、血漿由来の夾雑物との分離が不十分
であることが原因であることが示された。そのため、分離を向上させる目的で 2D-LC/MS/MS
による定量法を開発したところ、リマプロストと血漿由来の夾雑物との分離が顕著に向上し、
結果として目標感度を達成することができた。このように、2D-LC/MS/MS は 1D-LC/MS/MS と
比較して分離能が優れていることから、リマプロストのように夾雑物質との分離が不十分であ
るために定量感度を向上させられないような化合物においては非常に有用な手法になること
が示唆された。ただし、2D-LC/MS/MS ではシステムは複雑になり、分析時間も通常の
1D-LC/MS/MS よりも長くなることから、その長所と短所を理解したうえで利用することが望
まれる。 
なお、本章で開発した 2D-LC/MS/MS では一次元目と二次元目の両方で逆相モードのカラム
を用いた。一般に、プロテオミクス分野など、2D-LC/MS/MS を採用する際には一次元目と二
次元目では異なる分離モードが用いられる。これは、一次元目で分離することができなかった
複数の物質を二次元目で分離するためには、特性の異なる分離モードを用いることが有利と考
えられているからである。実際に、イオン交換モード－逆相モードの組み合わせによるでは多
くの成功例が報告されている 32, 33)。本章において、両次元で逆相モードを採用した最大の理由
は、開発した定量法は多検体の定量に用いられるため、安定した定量値を得ることができる方
法が必須であったということである。分析法の堅牢性を考慮した場合、逆相－逆相は最適な組
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み合わせであり、実際にバリデーション試験においた良好な再現性が得られたことからも、両
次元に逆相モードを用いたことは非常に有効であったと考えられた。なお、同じ逆相モードで
も一次元目にはπ-π相互作用を有する Ph 基を、二次元目には C18 基という性質の異なる固定
相のカラムを用いたことが、分離能の向上に貢献していると考えられる。 
以上のように、本章で開発した 2D-LC/MS/MS は卓越した定量感度だけでなく、定量値の正
確性および再現性についても優れていることが示された。この定量法を用いることにより、こ
れまで不可能とされていた臨床用量におけるリマプロストの血漿中濃度を定量できると考え
られたため、リマプロストの臨床薬物動態試験を実施し、次章に詳述した。 
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第 3章 健康成人男性におけるリマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験 
第 1節 序論 
ヒトにおける薬物動態特性を明らかにすることは、薬物の有効性の確保と有害反応の回避の
ためにも非常に重要である。しかし、リマプロスト アルファデクス錠（オパルモン®錠）に関
しては、発売開始から約 20 年が経過しているにも関わらず、臨床用量が極めて低いという理
由から、これまで臨床用量（リマプロストとして 1 回 5μg または 10μg）における薬物動態特
性は明らかになっていなかった。そのため、有効性や副作用とリマプロストの血漿中濃度の関
係は明らかになっておらず、用法の妥当性についても明確ではなかった。しかし、第 2 章で開
発された 2D-LC/MS/MS による定量法を用いることにより、臨床用量における血漿中リマプロ
スト濃度を定量できることが期待されたことから、本章ではリマプロスト アルファデクス錠
の臨床薬物動態試験を行い、ヒトにおけるリマプロストの薬物動態特性を明らかにすることを
試みた。 
 
第 2節 方法 
3-2-1 臨床試験デザイン 
リマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験は日本人の健康成人男性を対象として、 
リマプロスト アルファデクス錠をグループ 1 には 1 錠（リマプロストとして 5μg）およびグ
ループ 2 には 2 錠（同 10μg）を各グループ 12 例、計 24 例に対して単回経口投与し、未変化
体であるリマプロストの血漿中濃度推移を検討する並行比較デザインとした。また、本剤の医
療現場での服用状況を踏まえ、本臨床試験では食後投与とした。 
薬物動態用の採血は、投与前、投与後 0.25、0.5、0.75、1、1.5、2、2.5、3 および 4 時間の合
計 10 時点とした。各採血時点において被験者の前腕部皮静脈より静脈血を 24 mL 採取（ヘパ
リンナトリウム添加）した後、氷中にて保存し、1 時間以内に 4℃、1500～1800g で 10 分間遠
心分離した。遠心分離後、血漿をポリプロピレン製チューブに移し、薬物濃度測定まで-80℃で
凍結保存した。 
  30 
本試験はヘルシンキ宣言、「医薬品の臨床試験の実施の基準（GCP）」、「医薬品の市販後調査
の基準（GPMSP）」、薬発第 430 号，薬審第 445 号，薬安第 68 号および適用される規制要件を
遵守し、治験審査委員会で承認された後に実施された。 
 
3-2-2 血漿中リマプロストの定量 
血漿中リマプロストの定量には第 2 章で開発した 2D-LC/MS/MS システムを用いた。各測定
バッチにおける定量値の品質保証は、臨床検体と同時に分析を行った検量線の直線性および
Quality control （QC）サンプルの結果を精査することにより行った。つまり、検量線に関して
は得られた回帰式を用いて各検量線用試料の back-calculate 値を求め、このときの RE（％）が
2/3 のポイント数以上で±15.0％以内（LLOQ である 0.100 pg/mL では±20.0％以内）であり、
かつ、相関係数（r）r が 0.99 以上であった場合、検量線の直線性あり判定した。QC サンプル
については 測定バッチ毎に、3 濃度（0.200，1.00，8.00 pg/mL、各 n=2）の QC サンプルの測
定を行い、6 例中 4 例以上について、各設定濃度に対する RE（％）が±15.0％以内で、かつ各
濃度最低 1 例が±15％以内の RE（％）の時、測定が適正に行われたと判定した。  
 
3-2-3 解析対象集団 
市販後臨床試験実施計画書の除外基準に抵触せず、かつ、薬物動態を評価する上で十分な回
数の採血がなされ適正な血漿中濃度測定結果が得られた被験者を薬物動態パラメータの解析
対象集団とした。本臨床試験では、これを満たすグループ 1、2 のすべての被験者を解析対象
集団に採用した。 
 
3-2-4 薬物動態解析 
得られた血漿中リマプロスト濃度を用い、ノンコンパートメント解析法により Cmaxおよびそ
の到達時間（tmax）、消失半減期（t1/2）、AUC および経口クリアランス（CL/F）を算出した。ま
た、薬物動態パラメータの用量依存性を検討するため、5μgおよび10μg投与時のCmax／用量、
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AUC0-∞／用量、t1/2および tmaxを比較した。tmax以外のパラメータについては 5μg を基準群と
して幾何平均値の比（GMR）およびその 95％信頼区間（CI）を算出し、tmax については有意水
準両側 5％で Wilcoxon 符号付順位検定を行った。  
 
第 3節 結果 
リマプロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験における血漿中リマプロストの定量お
よび薬物動態解析を実施した。 
血漿中リマプロストの定量には、第 2 章で開発した 2D-LC/MS/MS 法を用いた。リマプロス
トの定量は 6 回（バッチ）に渡って実施したが、いずれのバッチにおいても検量線および QC
サンプルの結果は品質管理基準を満たした（データは示さず）。また、各検体について安定性
が保証されている条件下および期間内に定量を行った。以上より、本章で得られた全ての定量
値は信頼性があることが示された。 
次に、日本人の健康成人男性にリマプロスト アルファデクス錠を 1 錠（リマプロストとし
て 5μg）あるいは 2 錠（同 10μg）食後単回経口投与した時の血漿中リマプロスト濃度推移を
Fig. 12に示し、薬物動態パラメータをTable 5に示した。用量が5μgのとき、Cmaxは1.02 pg/mL、
tmaxは 1.0 時間、AUC0-∞は 1.71 pg･h/mL、t1/2 は 0.82 時間であった。また、10μg の用量におい
て Cmaxは 1.93 pg/mL、tmaxは 1.0 時間、AUC0-∞は 4.06 pg･h/mL、t1/2 は 0.92 時間であった。 
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Fig. 12 Mean plasma concentration-time profiles of limaprost following a 5 µg or 10 µg 
oral dose in healthy male subjects. 
 Each point represents the mean ± SD of 12 subjects. 
 
Table 5 Pharmacokinetic parameters of limaprost following a 5 µg or 10 µg oral dose in 
healthy male subjects 
Dose 
(µg) 
Cmax  
(pg/mL) 
tmax 
(h) 
AUC0-∞ 
(pg･h/mL) 
t1/2 
(h) 
CL/F 
(L/h) 
5 1.02 ± 0.58 1.0 (0.75-3.0) 1.71 ± 0.70 a) 0.82 ± 0.27 a) 3370 ± 1250 a) 
10 1.93 ± 0.87 1.0 (0.50-1.5) 4.06 ± 1.35 b) 0.92 ± 0.29 b) 2700 ± 820 b) 
Each value represents the mean ± SD of 12 subjects except for tmax (median and range). a) n=11, b) n=10 
  
また、薬物動態パラメータの用量依存性を検討するため、Cmax、AUC0-∞を用量で除した値（Cmax
／Dose，AUC0-∞／Dose）および t1/2 について、用量間で GMR（10μg 投与／5μg 投与）および
その 95％CI を算出した結果を Table 6 に示した。また，tmax について有意水準両側 5％で
Wilcoxon 符号付順位検定により解析した結果についても同様に示した。Cmax／Dose、AUC0-∞
／Dose および t1/2の GMR の 95％CI はいずれも 1 を含んでおり、用量間で有意な差は認められ
なかった。tmax は用量間で有意差はなく、用量に依存した変動は認められなかった。以上の結
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果より、リマプロスト アルファデクス錠の臨床用量である 5μg および 10μg において、リ
マプロストの薬物動態は線形であることが示された。 
 
Table 6 Dose proportionality of Pharmacokinetic parameters of limaprost 
Parameters n 
5 µg  10 µg 
GMRa) 95 % CI of GMRa) 
Cmax/Dose 12   12 0.99 (0.67, 1.47) 
AUC0-∞/Dose 11   10 1.22
  (0.88, 1.69) 
t1/2 11   10 1.13  (0.84, 1.51) 
a) 10 µg/5 µg  
 
Parameters        n 
       5 µg  10 µg 
p-value  
tmax              12   12 0.3100 NS  
NS : Not significant（Wilcoxon signed rank test） 
 
第 4節 考察 
本章では、臨床用量のリマプロスト アルファデクス錠を健康成人に食後単回経口投与した
ときのリマプロストの薬物動態特性を明らかにした。臨床における最小用量である 5μg の投
与量においても、吸収相および消失相の血漿中濃度を定量することができ、第 2 章で設定した
定量感度（0.100 pg/mL）は適正であったことが示された。また、すべての検体を問題なく定量
できたことから、本定量法は特異性、正確性および再現性において優れていることが改めて示
された。 
今回実施した臨床薬物試験の結果、リマプロストの血漿からの t1/2 は 0.82～0.92 時間と、他
のプロスタグランジン誘導体とほぼ同様の値を示しており 44,45)、天然プロスタグランジンの t1/2
と比較して延長していると考えられた。これは 17 位にメチル基を導入したことにより 15 位の
水酸基が安定化されたことによると考えられた。一方、通常の薬剤と比較した場合には、1 時
間弱という t1/2 は持続性に優れているとはいい難く、そのため 1 日 3 回投与という本剤の臨床
での用法は薬物動態学的な観点からも妥当であると考えられた。 
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また、5μg と 10μg の用量間においてリマプロストの血漿中濃度は比例的に上昇し、薬物動
態の線形性が示された。医薬品にとって、臨床用量付近において薬物動態の線形性を示すこと
は極めて重要である。薬物動態が線形でない（非線形）時には、薬物動態に関わる速度過程の
どこかに飽和が生じていることを示していることから、薬物動態の予測性が乏しくなる。つま
り、用量比以上の血漿中濃度の上昇や、逆に用量を増やしても血漿中濃度が上昇しないといっ
たことが起こるため、思わぬ副作用の発生や、期待していた有効性が得られないといった事態
が生じる可能性がある。そのため、医薬品にとって薬物動態の線形性に関する情報は不可欠な
ものであり、そのような観点では、本剤は上市後すでに約 20 年が経過し、有効性ならびに安
全性についても十分な評価がなされているとはいえ、これまで線形性についての情報がなかっ
たことは望ましい状態ではなかった。したがって、本章でリマプロスト薬物動態の線形性を明
らかにできたことは、本剤の医薬品としての価値をさらに高めることに繋がったと考えられる。 
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第 4章 耐湿性を向上させたリマプロスト アルファデクス錠の新製剤と標準製剤の生物学的
同等性試験 
第 1節 序論 
従来販売されていたリマプロスト アルファデクス錠（オパルモン®錠）は Press through 
package （PTP）の状態では十分な安定性が確保されていたが、PTP から取り出した裸錠の状態
では約 1 週間で有効成分の 5%以上が分解していた。そのため、本剤の取扱いにおいては、内
袋開封後は PTP のまま保存し、服用時に PTP から取り出すこととしており、他の薬剤との一包
化処方（一度に服用する薬剤を一袋にまとめて処方すること）には対応できなかった。しかし、
本剤の対象患者の多くは他の薬剤との併用治療が行われており、一包化処方できれば患者の利
便性や服薬コンプライアンスの向上が期待できることから、製剤の改良を行い、従来よりも湿
度に対して安定で一包化処方が可能な錠剤を開発した。ただし、この安定性を向上させた新製
剤（処方変更製剤）を販売するにためには、既承認製剤（現行製剤）との生物学的同等性（BE）
を証明する必要があったため、両製剤の生物学的同等性試験（BE 試験）を実施することとし
た。 
BE 試験を実施するにあたり、まずはヒト血漿中リマプロストの定量法の改善を行った。第 2
章で開発した定量法は非常に高感度であるものの、1 検体あたりの分析時間が約 50 分と長いこ
とに加え、1 回の分析に供する血漿量が 3 mL と多量であり、クロスオーバーで実施する BE 試
験では実施困難となる可能性が懸念される。そこで定量下限濃度は 0.100 pg/mL で変更のない
まま、分析時間を短縮し、使用する血漿量を減量できるような定量法の改良を行い、その改良
法についてバリデーションを行った。その後、健康成人男性による BE 試験を実施し、二製剤
間の生物学的同等性を検証した。  
 
第 2節 方法 
4-2-1 試験材料および使用機器 
使用した標準物質、試薬および資材は第 2 章で記載したものと同等のものを使用した。ただ
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し、一部の試薬については本章では使用しなかった。なお、機器も第 2 章と同等のものを使用
した。 
 
4-2-2 ヒト血漿中リマプロストの定量法の改良 
血漿の前処理方法 
血漿の前処理方法は、第 2 章で開発した方法を一部改良した。改良後の前処理方法を以下に
示し、スキームを Fig. 13 に示した。 
まず、ガラス試験管に 20μL の IS 溶液を採取した後、ヒト血漿を 2 mL 添加し、ここに 4 mL
の水／酢酸混液（99：1）を添加した。次に、予め 2 mL の酢酸エチル、メタノールおよび水／
酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った SPE カラム （Bond Elut C18）にこの試料を
負荷した後、4 mL の水および水／メタノール混液（3：2）でカラムを洗浄した。次に、Bond Elut 
DEA を 2 mL の 1 mol/L 塩酸、水、メタノール／0.5 mol/L 酢酸カリウム pH 10 混液（3：2）お
よび酢酸エチルでコンディショニングし、この上に先程の Bond Elut C18 を接続した。酢酸エ
チル 4 mL で Bond Elut C18 からリマプロストおよび IS を溶出し、溶出液を直接 Bond Elut DEA
に保持させた。Bond Elut C18 を外した後、Bond Elut DEA を水/酢酸混液（99：1）2 mL で洗浄
した。次に Oasis HLB を 1 mL の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコン
ディショニングし、この上にリマプロストおよび IS を保持させた Bond Elut DEA を接続した。
（水／酢酸混液（99：1））／メタノール（3：2）4 mL で Bond Elut DEA からの溶出を行い、こ
の溶出液を直接 Oasis HLB に保持させた。Bond Elut DEA を外した後、Oasis HLB を約 1500 g
（3000 rpm）で 10 分間遠心して脱水した後、3 mL の酢酸エチルで溶出を行った。遠心エバポ
レータで溶出液を乾固した後、残渣を 110μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム，pH 4.5／アセト
ニトリル混液（3：1）で再溶解し、オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100μL を
LC/MS/MS に注入した。 
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Fig. 13  Scheme of sample preparation for the determination of limaprost in human 
plasma (Modified method). 
 
2D-LC/MS/MS分析条件 
2D-LC/MS/MS の分析条件について、第 2 章で開発した方法（Fig. 9）の二次元目の LC 条件
を改良した。その結果、分析時間は改良前の 50 分から 35 分に短縮された。改良後の分析条件
を Fig. 14 に示した。 
ガラス試験管
＋IS 20μL
＋ヒト血漿 2 mL
水／酢酸混液(99:1) 4 mL
Bond Elut C18に負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 2 mL
・メタノール 2 mL
・水／酢酸混液(99:1) 2 mL
溶出
・酢酸エチル 4 mL
洗浄
・水 4 mL
・水／メタノール混液(3:2) 4 mL
溶出液を直接Bond Elut DEAに負荷
（コンディショニング）
・1 mol/L塩酸 2 mL
・水 2mL
・メタノール／ 0.5 mol/L酢酸カリ
ウムpH 10混液(3:2) 2 mL
・酢酸エチル 2 mL
洗浄
・水／酢酸混液(99:1) 2 mL
溶出
・(水／酢酸混液(99:1))／
メタノール混液(3:2) 4 mL
溶出液を直接OASIS HLBに負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 1 mL
・メタノール 1 mL
・水／酢酸混液(99:1) 1 mL
遠心によるカラムの脱水
1500 g×10min
溶出
・酢酸エチル 3 mL
乾固
残渣の再溶解
・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
アセトニトリル混液(3:1) 110μL
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A
B
Pump 1
Pump 2 Pump 3
MS/MS
1st column
2nd column
Trapping column
Auto sampler
Waste
 
1st column: Capcell PAK Phanyl UG120, 5μm, 2.0×150 mm (Shiseido) 
2nd column: Inertsil ODS-3, 3μm, 0.7×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Flow rate:  
Pump 1: 200μL/min (isocratic), Pump 2: 400μL/min (isocratic), Pump 3: 20μL/min (gradient) 
Mobile Phase:  
Pump 1: 5 mmol/L ammonium acetate (pH4.5)/acetonitrile (7:3) 
Pump 2: Water/acetonitrile (9:1) 
Pump 3A:1 mmol/L ammonium acetate (pH4.5) 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
     Pump 3      
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 1 99 
8 1 99 
8.1 59 41 
20 59 41 
35 48 52 
Switching valve position 
0 min – 18 min: A 
18 min – 22 min: B 
22 min – 35 min: A 
Fig. 14 Schematic representation and the analytical condition of the modified 
2D-LC/MS/MS. 
 
4-2-3 定量法バリデーション 
改良後のヒト血漿中リマプロストの定量法についてバリデーションを実施した。バリデーシ
ョンの実施項目、実施方法ならびに合否の判定基準は第 2 章に従った。ただし、安定性試験は
本章では実施せず、第 2 章で安定性を確認した保存条件および保存期間中に検体を測定するこ
ととした。また、希釈再現性も本章では実施しなかった。 
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4-2-4 生物学的同等性試験（BE試験） 
リマプロスト アルファデクス錠の BE 試験は日本人の健康成人男性を対象として、耐湿性を
改善した処方変更製剤（試験製剤）1 錠または試験当時の現行製剤（標準製剤）1 錠を、3 日間
以上の休薬期間をおいて、2 群 2 期のクロスオーバー法にてそれぞれ空腹時単回経口投与する
非盲検試験とした。標準製剤と試験製剤の処方を以下に示した。 
 
標準製剤（現行製剤）     試験製剤（処方変更製剤）  
1 錠（100 mg）中  1 錠（100 mg）中 
リマプロスト アルファデクス   
5 µg 
 リマプロスト アルファデクス   
5 µg （リマプロストとして）  （リマプロストとして） 
乳糖 適量  デキストラン 40 1.167 mg 
結晶セルロース 40 mg  デキストリン 8.667 mg 
ポビドン 5 mg  乳糖 適量 
ステアリン酸 1.5 mg  トウモロコシデンプン 5 mg 
軽質無水ケイ酸 0.2 mg  ステアリン酸 0.5 mg 
   軽質無水ケイ酸 0.2 mg 
 
試験製剤先行投与群 20 例（A 群）、標準製剤先行投与群 20 例（B 群）の計 40 例により試験
を実施したが（Study 1）、この例数では両製剤の BE を確認できなかったことから、新たに 80
例（各群 40 例）の被験者を追加した（Study 2）。試験はいずれも各群 10 例、計 20 例のグルー
プ毎で、計 6 回に分けて時期をずらして実施した。 
BE 試験の当初の採血時点は、各期の治験薬投与前、投与後 10、20、30、45 分、1、1.5、2、
2.5、3、4、6 時間の計 12 ポイントとしたが、4 時間以降のリマプロストの血漿中濃度はすべて
定量下限（0.100 pg/mL）未満であったため、Study 2 では 4 および 6 時間の採血を行わなかっ
た。1 回あたりの採血量は投与後 30、45 分、1、1.5 時間については 12 mL、その他の採血時間
では 16 mL としたが、Study 2 では全て 16 mL とした。 
各採血時間に被験者の前腕部皮静脈より静脈血を採取（ヘパリン Na 添加）した後、氷中に
て保存し、1 時間以内に 4℃、1500～1800 g で 10 分間遠心分離した。遠心分離後、得られた血
漿をポリプロピレン製チューブに移し、測定まで－80℃以下で凍結保存した。 
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本試験はヘルシンキ宣言、「医薬品の臨床試験の実施の基準（GCP）」、「医薬品の市販後調査
の基準（GPMSP）」、薬発第 430 号、薬審第 445 号、薬安第 68 号および適用される規制要件を
遵守し、治験審査委員会で承認された後に実施された。 
 
4-2-5 血漿中リマプロストの定量 
本章で改良を行った 2D-LC/MS/MS システムを用いた。各測定バッチにおける精度管理は、
臨床検体と同時に分析を行った検量線および QC サンプルの結果を精査することにより行った。
精度管理の方法および基準は第 2 章に従った。また、分析は安定性が保証された保存条件およ
び保存期間内に全て終了した。 
 
4-2-6 解析対象集団 
治験実施計画書に基づく解析対象集団であり、かつ、薬物動態を評価する上で十分な回数の
採血がなされ、適正なリマプロストの血漿中濃度測定結果が得られた被験者を解析対象集団と
した。Study 1 では 40 例を対象として試験を開始したが、1 例は第Ⅱ期の投薬が行われなかっ
たため解析対象から除き、39 例により解析を行った。また、Study 2 では 80 例を対象として試
験を開始したが、3 例は第Ⅱ期の投薬が行われなかったため解析対象から除き、77 例で解析を
行った。したがって、Study 1 および Study 2 の併合解析は、Study 1 の 39 例および Study 2 の
77 例を合わせた 116 例を対象とした。 
 
4-2-7 薬物動態解析 
試験製剤および標準製剤投与時のそれぞれについて、ノンコンパートメント解析法により
個々の被験者の薬物動態パラメータ（Cmax、 t1/2、AUC0-t、tmax）を算出した。また、個々の被験
者における Cmaxおよび AUC0-tの標準製剤に対する試験製剤の比を算出した。 
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4-2-8 生物学的同等性（BE）の判定 
Study 1 および Study 1 と Study 2 の併合データについて BE の判定を行った。 
リマプロストの Cmaxおよび AUC0-t については常用対数変換した後、群又は持越効果、時期効
果および試験を変動要因とした分散分析を実施した。分散分析により算出した残差平均平方を
生物学的同等性の判定に用いた。また、tmaxについては未変換のまま、同様に分散分析を実施し、
製剤差について有意水準 0.05 で有意差検定を行った。 
次に、試験製剤投与時を試験群に、標準製剤投与時を対照群に設定してリマプロストの Cmax
および AUC0-t の GMR およびその 90％CI 算出した。GMR およびその 90％CI は，各パラメータ
を常用対数変換した値の平均値の差、およびその 90％信頼区間を求めた後、それぞれ指数化す
ることにより求めた。なお、各パラメータの常用対数変換した値の平均値の差の 90％CI（下限：
Ll，上限：Ul）は式 4 および式 5 を用いて算出した。 
( )BAERRBARTl nn/nn( SM2)2,0.05()L +−= ××−+− tμμ   （式 4） 
( )BAERRBARTl nn/nn( SM2)2,0.05()U +−= ××−++ tμμ   （式 5） 
 
μT：試験製剤の Cmaxおよび AUC0-t の常用対数変換した値の平均値 
μR：標準製剤の Cmaxおよび AUC0-t の常用対数変換した値の平均値 
MSERR：分散分析により算出した残差平均平方 
nA：試験製剤先行投与群の例数 
nB：標準製剤先行投与群の例数 
 
BE の判定基準は「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドラインについて」（平成 9 年 12 月
22 日医薬審発第 487 号）46)、「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドライン等の一部改正につ
いて」（平成 13 年 5 月 31 日医薬審発第 786 号）47)および「剤型が異なる製剤の追加のための生
物学的同等性試験ガイドライン」（平成 13 年 5 月 31 日医薬審発第 783 号）48)に従った。すなわ
ち、Cmaxおよび AUC0-t の幾何平均値の比の 90％信頼区間が 0.80～1.25 に含まれる場合、試験製
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剤と標準製剤は生物学的に同等であると判断した。 
 
第 3節 結果 
4-3-1 ヒト血漿中リマプロストの定量法の改良 
本章では、まずリマプロスト アルファデクス錠の生物学的同等性試験に先立ち、第 1 章で
開発したヒト血漿中リマプロスト定量法の改良を行った。改良後の定量法の詳細は第 2 節で示
したとおりであるが、改良前からの主な変更点は①使用する血漿量を 3 mL から 2 mL に減量し
た、②血漿の前処理過程においてアセトニトリルによる除蛋白操作を除外した、③3 種の SPE
カラムを用いた一連の前処理操作において、Bond Elut C18 から Bond Elut DEA への移行ならび
に Bond Elut DEA から OASIS HLB への移行の際に、前の SPE カラムから溶出液を次のカラム
に直接負荷するようにした、④2D-LC/MS/MS の 2 次元目 LC 条件を、保持時間を早めるように
変更したことである。改良後の定量法を用いてヒトブランク血漿および LLOQ である 0.100 
pg/mLのリマプロストを添加した血漿を2D-LC/MS/MSで分析したときのクロマトグラムをFig. 
15 に示した。LLOQ の試料を測定したクロマトグラム上には明瞭なリマプロストのピークが認
められており（Fig. 15-B）、改良前の定量法と比較して使用する血漿量を 3 mL から 2 mL に減
量したにも関わらず、ほぼ同等の定量感度が得られた。また、ブランク血漿を分析したクロマ
トグラム上にはリマプロストの保持時間付近に妨害ピークは認められず（Fig. 15-A）、本定量
法は高い特異性を有していることが示された。また、1 検体当たりの分析時間については、従
来の 50 分から 35 分へと大幅に短縮することができた。 
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Fig. 15 Representative SRM chromatogram of human plasma using the modified 
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 14. (A) Blank 
human plasma, (B) human plasma spiked with 0.100 pg/mL of limaprost. 
 
4-3-2 定量法バリデーション 
改良後の定量法を用い、バリデーション試験を実施した。その結果、0.100～10.0 pg/mL の濃
度範囲において検量線は良好な直線性を示し、相関係数はすべて 0.99 以上であった。また、日
内再現性および日間再現性の結果を Table 7 に示したが、いずれも判定基準を満たしており、
再現性は良好であった。また、Fig. 15 でも示したとおり、本定量法の特異性は優れていた。血
漿試料の前処理操作におけるリマプロストの回収率を求めたところ、0.200、1.00、8.00 pg/mL
におけるリマプロストの回収率は、それぞれ 82.9、74.1、77.8％であり、第 2 章の方法と比較
して回収率の向上が認められた。 
以上の結果より、改良後の定量法においても LLOQ は 0.100 pg/mL、定量範囲は 0.100～10.0 
A 
B 
Limaprost 
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pg/mL に設定された。 
 
Table 7 Intra-day and inter-day precision and accuracy for detection of limaprost in 
human plasma 
Intra-day 
Spiked concentration Day RE CV 
(pg/mL)   (%) (%)  
 1 -2.7 9.1 
0.100 2 4.8 6.3 
 3 3.6 8.5 
 1 -5.7 6.9 
0.200 2 -10.6 7.3 
 3 -1.6 5.6 
 1 -1.0 4.7 
1.00 2 -6.8 3.2 
 3 -3.3 3.7 
 1 -2.3 1.9 
8.00 2 -2.7 2.2 
 3 -1.7 2.4 
n=5 
Inter-day 
Spiked concentration RE CV 
(pg/mL)  (%) (%)  
0.100 1.9 8.1 
0.200 -6.0 7.3 
1.00 -3.7 4.5 
8.00 -2.2 2.1 
n=15 
 
 
4-3-3 生物学的同等性試験（BE試験） 
生物学的同等性試験では、最終的に計 120 例の被験者から血漿試料を採取し、リマプロスト
濃度を定量した。全ての測定バッチにおいて検量線および QC サンプルは品質保証基準を満た
した。また、分析は安定性が保証されている期間内に全て終了したことから、本章で得られた
定量値は信頼性があるものと考えられた。 
日本人の健康成人男性 40 例（解析対象としては 39 例）を対象として Study 1 を実施したが、
試験製剤と標準製剤の生物学的同等性が認められなかったため、被験者を追加する試験として
日本人の健康成人男性 80 例（同 77 例）を対象として Study 2 を実施した。 
  45 
まず、Study 1 において被験者 39 例に試験製剤もしくは標準製剤を単回経口投与した時のリ
マプロストの血漿中濃度推移を Fig. 16 に示した。また、薬物動態パラメータを Table 8 に、
Cmaxおよび AUC0-tの GMR（試験製剤/標準製剤）とその 90％信頼区間（90％CI）を Table 9 に
示した。試験製剤および標準製剤投与後の血漿中リマプロストの濃度推移は類似していたが、
Cmaxはそれぞれ 1.31 pg/mL および 1.16 pg/mL であり、試験製剤投与時においてやや高値を示す
傾向が認められた。また、AUC0-tは試験製剤投与時が 0.751 pg･h/mL、標準製剤投与時が 0.727 pg･
h/mL でほぼ一致したが、tmaxは 0.41 時間および 0.51 時間と、標準製剤で遅れる傾向が認めら
れた。この結果、Cmaxおよび AUC0-t の GMR（90％CI）は、それぞれ 1.143（1.027～1.273）お
よび 1.055（1.003～1.109）であり、AUC0-t の 90％CI は 0.80～1.25 の範囲に含まれたが、Cmax
の 90％CI は 0.80～1.25 の範囲に含まれず、BE の判定基準を満たさなかった。また、tmaxには
製剤間で有意差が認められた（p<0.05）。 
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Fig. 16  Plasma concentration - time profiles of limaprost after oral administration of 
test formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet) to healthy male subjects in Study 1. 
  Each point represents the mean ± SD of 39 subjects. 
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Table 8  Pharmacokinetic parameters of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet)  to healthy male subjects in Study 1 
Parameter  Test formulation  Reference formulation 
Cmax (pg/mL)  1.31 ± 0.73  1.16 ± 0.73 
AUC0-t (pg・h/mL)  0.751 ± 0.406  0.727 ± 0.447 
tmax (h)  0.41 ± 0.12  0.51 ± 0.12 
t1/2 (h)  0.40 ± 0.17 a)  0.53 ± 0.69 
Each value represents the mean ± SD of 39 subjects. a) : n=38 
 
Table 9  Geometric mean ratios and 90% confidence intervals for Cmax and AUC0-t of 
limaprost in Study 1 
Parameter Geometric mean ratio  90% confidence interval  
Cmax 1.143  1.027 − 1.273  
AUC0-t 1.055  1.003 − 1.109  
Ratio, test formulation / reference formulation, n=39 
 
Staudy 1 で BE を証明することができなかったため、Study 1 の結果を参考に再度例数設計を
行い、80 例による追加試験（Study 2）を実施した。BE の判定は Study 1 と Study 2 の結果を併
合解析することで実施した。 
Study 1 における 39 例および Study 2 における 77 例を併合した被験者 116 例におけるリマプ
ロストの血漿中濃度推移を Fig. 17 に、薬物動態パラメータを Table 10 に示した。また、Cmax
および AUC0-t の GMR とその 90％CI を Table 11 に示した。 
Study1 と Study 2 の併合による結果は、概ね Study 1 の結果と類似しており、Cmaxはやや試験
製剤で高値を示し、tmaxに関しては標準製剤で遅れる傾向が認められた。ただし、Study1 と Study 
2 の併合によるリマプロストの Cmaxおよび AUC0-tの GMR（および 90％CI）は，それぞれ 1.124
（1.056～1.196）および 1.040（1.007～1.074）であり、90％CI はいずれも 0.80～1.25 の範囲に
含まれたことから、両製剤は生物学的に同等であると判定された。 
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Fig. 17  Plasma concentration - time profiles of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard tablet) 
to healthy male subjects in Study 1 and Study 2. 
 Each point represents the mean ± SD of 116 subjects. 
 
Table 10  Pharmacokinetic parameters of limaprost after oral administration of test 
formulation (moisture-resistant tablet) or reference formulation (standard 
tablet) to healthy male subjects in Study 1 and Study 2 
Parameter  Test formulation  Reference formulation 
Cmax (pg/mL)  1.26 ± 0.63  1.12 ± 0.57 
AUC0-t (pg・h/mL)  0.779 ± 0.367  0.754 ± 0.373 
tmax (h)  0.42 ± 0.12  0.52 ± 0.15 
t1/2 (h)  0.45 ± 0.18  0.51 ± 0.43 
Each value represents the mean ± SD of 116 subjects except for t1/2 (n=115) 
 
Table11  Geometric mean ratios and 90% confidence intervals for Cmax and AUC0-t of 
limaprost in Study 1 and Study 2 
Parameter Geometric mean ratio  90% confidence interval  
Cmax 1.124  1.056 − 1.196  
AUC0-t 1.040  1.007 − 1.074  
Ratio, test formulation / reference formulation, n=116 
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第 4節 考察 
リマプロスト アルファデクス錠の生物学的同等性試験に先立ち、血漿中リマプロスト定量法
の改良を実施した。前処理方法の改良による回収率の向上および 2D-LC/MS/MS の二次元目部分
の LC 条件変更により、定量下限濃度は従来のまま（0.100 pg/mL）、使用する血漿量の減量（3 mL
→2 mL）および分析時間の短縮（50 min→35 min）を達成することができた。この改良により
BE 試験の実施が可能になった。 
BE 試験においては、40 例の被験者で実施した Study 1 では、AUC0-t の GMR の 90％CI は 0.8
～1.25 の範囲に含まれたものの、Cmaxの 90％CI が 0.80～1.25 の範囲に含まれず、両製剤の生物
学的同等性を証明することはできなかった。これは tmaxに有意な差が認められたことからも示さ
れるように、標準製剤と比べ試験製剤の吸収速度がやや大きかったことが要因として考えられ
た。ただし、その差はわずかであり、例数を追加することで同等と判定できると考えられたこ
とから、Study 2 として 80 例の追加試験を実施した。 
Study 1 と Study 2 の併合解析の結果、Cmaxおよび AUC0-t の GMR の 90％CI は、いずれも 0.80
～1.25 の範囲に含まれた。なお、2 製剤間の tmaxにはやはり有意差が認められたが、その平均値
の差は約 6 分とわずかな差であること、また本剤は鎮痛剤、解熱剤、抗狭心症剤等のような速
効性が要求される薬剤ではないことから、臨床効果に対する影響は極めて少ないと考察した。
以上のことから、試験製剤と標準製剤は生物学的に同等であると判定した。 
この結果、リマプロスト アルファデクス錠（オパルモンⓇ錠）は、従来の製剤から耐湿性に
優れた新製剤に置き換えることが可能になり、これにより他の医薬品との一包化処方も可能に
なった。このことは、実際に本剤を服用する患者にとっての利便性の改良ならびに服薬コンプ
ライアンスの向上に繋がるものと考えられた。 
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第 5章 2D-LC/MS/MSによるヒト血漿中 PGE2，PGF2αおよびその代謝物の定量法の開発 
第 1節 序論 
PGE2 は強力な子宮収縮作用を有しており、分娩における重要なメディエーターとして作用し
ていると考えられている 49,50)。ジノプロストン ベータデクス錠（PGE2 製剤）は 1970 年代から
妊娠末期の陣痛誘発および陣痛促進を目的として広く用いられている薬剤であるが、未だ本剤
投与による陣痛誘発のメカニズムには不明な点が多い。その理由の一つとして、本剤を投与し
たときの PGE2 の薬物動態が明らかになっていないことが挙げられる。また、本剤の投与によ
り、過強陣痛や、子宮破裂などの重篤な有害事象が生じることがあるが、薬物動態が明らかで
ないために本剤とこれら有害事象の因果関係を考察することも困難となっている。 
そこで本章では、ジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験を実施することを前
提に、血漿中 PGE2 の定量法の開発を行った。なお、PGE2 を経口投与したときには E2-M のみ
ならず F2α-M が代謝物として生成することが知られている
51)（構造式を Fig. 18 に記載）。PGE2
から F2α-M への代謝経路としては、まず 15-prostaglandin dehydrogenase（15-PGDH）および
15-ketoprostaglandin delta 13-reductase により E2-M に代謝され、その後 9-ketoreductase により
F2α-M が生成する経路、または最初に 9-ketoreductase により PGE2 が PGF2αに代謝され
52)、そ
の後 F2α-M に至る経路が考えられる。後者の代謝経路が優先される場合には、PGE2 と同じく
子宮収縮活性を有する PGF2αの血漿中濃度が上昇する可能性があるため、本章では E2-M およ
び F2α-M に加え、PGF2αも測定対象に加えた。これらは全て血漿中に存在する内因性物質であ
るため、薬剤投与に由来する血漿中濃度の上昇幅を明らかにするためには内因性濃度が必要と
なることから、目標感度は内因性濃度が定量可能である感度とした。血漿中プロスタグランジ
ン濃度は非常に低濃度であり、同じ分子量を有する類縁体も多数存在していると考えられたこ
とから、定量法には特異性および感度面で優れ，リマプロストの高感度定量法で実績のある
2D-LC/MS/MS システムを応用することとした。 なお、特異性の問題により、測定対象とした
4 種のプロスタグランジンの同時定量法は開発できず、PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量
法と、E2-M の定量法の 2 種を開発し、それぞれバリデーションを実施した。 
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第 2節 方法 
5-2-1 試験材料 
PGE2、PGF2α、E2-M、F2α-M、IS として用いた d4-PGE2、d4-PGF2α（Fig. 18）ならびに特異
性の検討に用いたその他のプロスタグランジン類の標準品は Cayman Chemical より入手した。 
O
OH CH3
OH
COOH
  
OH
OH CH3
OH
COOH
 
PGE2 PGF2α 
O
OH
COOH
O  
OH
OH CH3
O
COOH
 
E2-M (13, 14-dihydro-15-keto PGE2)   F2α-M (13, 14-dihydro-15-keto PGF2α) 
 
O
OH CH3
OH
COOH
D D
D D
  
OH
OH CH3
OH
COOH
D D
D D
 
d4-PGE2 (IS for PGE2 and E2-M)  d4- PGF2α(IS for PGF2αand F2α-M) 
Fig. 18 Chemical structures of PGE2, PGF2α, E2-M, F2α-M and internal standards.  
 
PGE2 および PGF2αについてはエタノール／酢酸エチル混液（1：1）で 1 mg/mL となるよう
に溶解した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で希釈し、それぞれ 20μg/mL の溶液を
調製した。また酢酸メチル溶液で入手した F2α-M についてはマイクロシリンジを用いて適量を
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分取し、窒素気流下溶媒を除去した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で溶解して正確
に 10μg/mL の濃度とした。これらの PGE2，PGF2αおよび F2α-M 溶液を 1：5：10 の容量比で
混合した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で希釈し、PGE2：1μg/mL、PGF2αおよび
F2α-M：5μg/mL の濃度の調製液を調製した。この調製液を順次エタノール／酢酸エチル混液
（1：1）で希釈して、それぞれ以下の濃度となるように混合標準液を調製した。PGE2／PGF2α
／F2α-M： 0.0500／0.250／0.250、0.100／0.500／0.500、0.200／1.00／1.00、0.500／2.50／2.50、
1.00／5.00／5.00、2.00／10.0／10.0、4.00／20.0／20.0、5.00／25.0／25.0 ng/mL。また、酢酸メ
チル溶液で入手したE2-Mについては適量をマイクロシリンジを用いてメスフラスコに分取し、
窒素気流下溶媒を除去した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で溶解して 5.00μg/mL
の濃度とした。この調製液を順次エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で希釈して、0.125、0.250、
1.00、5.00、10.0、25.0、40.0 および 50.0 ng/mL の調製液を調製した。同様に酢酸メチル溶液で
入手した d4-PGE2および d4-PGF2αについては同量をマイクロシリンジを用いて同一のメスフラ
スコに分取し、窒素気流下溶媒を除去した後、エタノール／酢酸エチル混液（1：1）で溶解、
希釈し、0.500 ng/mL の IS 調製液を調製した。 
エタノール、メタノール、アセトニトリル、酢酸エチル、ヘキサン（以上 HPLC 用）および
ギ酸アンモニウム、ギ酸および酢酸（以上特級）、1 mol/L 水酸化ナトリウムはキシダ化学より
購入した。インドメタシン（生化学用）および 2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオ
ール（Tris）は和光純薬から入手した。インスタントリン酸緩衝液 5、pH 7.4（20 倍濃縮液）は
三菱化学ヤトロンから、EDTA･2Na は Dojindo から入手した。HPLC 用水はシグマ･アルドリッ
チから購入した。血漿の前処理には SPE カラムとして、Bond Elut C18（LRC、200 mg、Varian）、
Bond Elut DEA（3 CC、500 mg、Varian）および abselut NEXUS（3CC、60 mg、Varian）を用い
た。 
定量法の開発およびバリデーションに用いたヒト血液および血漿は、小野薬品工業株式会社
のボランティア（健康成人男女）から採取した。採血に際しては、小野薬品工業株式会社研究
本部「ヒト組織を用いた研究」倫理委員会より承認を受けた。血液は、前腕部皮静脈よりイン
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ドメタシン／EDTA 混液*を添加した注射筒を用いて採取し、この血液を 4℃、約 1500 g（3000 
rpm）で 10 分間遠心分離して血漿を得た。 
*15％EDTA・2 Na/0.1 mol/L Tris 緩衝液, pH 7.6 と 18 mg/mL インドメタシン-エタノール溶液 を
20：1 の割合で混合したもの。用時調製し、血液 10 mL に対して 0.2 mL を添加した。 
なお、対照として用いたインドメタシンを含まないヒト血漿は、株式会社ケー・エー・シー
より購入した。 
 
5-2-2 機器 
2D-LC/MS/MS の LC 部分には、HP1100 バイナリポンプ、HP1100 アイソクラティックポン
プおよび HP1100 キャピラリーポンプ（いずれも Agilent）の 3 種のポンプを使用した。なお、
予備的に検討した一般的な 1D-LC/MS/MS では HP1100 バイナリポンプのみ使用した。その他、
HP1100 カラムオーブン、HP1100 オートサンプラー（いずれも Agilent）およびスイッチングバ
ルブ（Valco）を使用した。MS/MS 装置は Sciex API4000 （Applied Biosystems）を用いた。イ
オン源には TurboIonSpray interface を用い、negative ion mode で分析を行った。また、LC/MS/MS
用ソフトウェアには Analyst ver. 1.4（Applied Biosystems）を用いた。  
 
5-2-3 試料の前処理方法 
本章で測定対象物質としたプロスタグランジンはいずれも内因性物質であり、ヒト血漿中に
存在する。そのため、検量線用試料など一部の試料にはブランクマトリクスとしてヒト血漿を
用いることができないため、代替マトリクスとしてリン酸緩衝液を用いた。 
PGE2,PGF2αおよび F2α-Mの同時定量法における前処理方法 
PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法における前処理方法を以下に示した。また、スキー
ムを Fig. 19 に示した。 
まず、ガラス試験管に IS 溶液（0.500 ng/mL、20μL）を採取した後、リン酸緩衝液またはヒ
ト血漿を 1 mL 添加し、さらに 2 mL の水／酢酸混液（99：1）を添加した。次に、予め 2 mL
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の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングを行った SPE
カラム （Bond Elut LRC-C18）にこの試料を負荷した後、2 mL の水およびヘキサンでカラムを
洗浄した。次に、Bond Elut DEA を 2 mL の酢酸エチルでコンディショニングし、この上に先程
の Bond Elut LRC-C18 を接続した。4 mL の酢酸エチルで Bond Elut LRC-C18 から測定対象物質
を溶出し、溶出液を直接 Bond Elut DEA に保持させ、その後、Bond Elut LRC-C18 を外した後、
Bond Elut DEA を 2 mL の水／酢酸混液（99：1）で洗浄した。次に、abselute NEXUS を 2 mL
の酢酸エチル、メタノールおよび水／酢酸混液（99：1）でコンディショニングし、この上に
測定対象物質を保持させた Bond Elut DEA を接続した。4 mL の（水／酢酸混液（99：1）／メ
タノール（3：2）で Bond Elut DEA からの溶出を行い、この溶出液を直接 abselute NEXUS に保
持させた。Bond Elut DEA を外した後、abselute NEXUS を約 1500 g（3000 rpm）で 10 分間遠心
して脱水した後、4 mL の酢酸エチルで溶出を行った。遠心エバポレータで溶出液を乾固した後、
残渣を 125μL の 5 mmol/L 酢酸アンモニウム、pH 4.5／メタノール混液（3：2）で再溶解し、
オートサンプラー用バイアルに移した後、その 100μL を LC/MS/MS に注入した。 
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Fig. 19  Scheme of sample preparation for the determination of PGE2, PGF2αand F2α-M 
in human plasma or phosphate buffer. 
 
E2-M定量法における前処理方法 
E2-M の定量法では、使用するリン酸緩衝液およびヒト血漿量を 0.5 mL とした。その他の操
作は全て上述の PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法と同じ前処理方法を用いた。 
 
5-2-4 定量法バリデーション 
第 2 章でヒト血漿中リマプロストの定量法について実施したのと同様、本章でもヒト血漿中
PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法ならびに E2-M 定量法ついてバリデーションを実施し
ガラス試験管
＋IS 20μL
＋リン酸緩衝液または
ヒト血漿 1 mL
水／酢酸混液(99:1) 2 mL
Bond Elut LRC-C18に負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 2 mL
・メタノール 2 mL
・水／酢酸混液(99:1) 2 mL
溶出
・酢酸エチル 4 mL
洗浄
・水2 mL
・ヘキサン 2 mL
溶出液を直接Bond Elut DEAに負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 2 mL
洗浄
・水／酢酸混液(99:1) 2 mL
溶出
・(水／酢酸混液(99:1))／
メタノール混液(3:2) 4 mL
溶出液を直接abselute NEXUSに負荷
（コンディショニング）
・酢酸エチル 2 mL
・メタノール 2 mL
・水／酢酸混液(99:1) 2 mL
遠心によるカラムの脱水
1500 g×10min
溶出
・酢酸エチル 4 mL
乾固
残渣の再溶解
・5 mmol/L 酢酸アンモニウム, pH 4.5／
メタノール混液(3:2) 125μL
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た。実施項目、実施方法ならびに合否の判定基準はリマプロストと同様 FDA ガイダンス
「Guidance for Iindustry,  Bioanalytical Method Validation (2001)」に準拠したが、本章における測
定対象物質は全て内因性物質であることからガイダンスに従うことができない項目は必要に
応じて変更した。以下にバリデーションで実施した項目を示す。 
特異性、検量線の直線性、日内再現性、日間再現性、前処理操作における回収率（リン酸緩
衝液およびヒト血漿からの回収率）、血漿中安定性（融解状態での室温、凍結状態での-20℃お
よび-80℃保存、-80℃での凍結と室温での融解の繰り返し）、血液中安定性、前処理後のサンプ
ルのオートサンプラー中での安定性、標準溶液の安定性。 
 
第 3節 結果 
5-3-1 SRM条件の最適化 
PGE2、PGF2α、E2-M、F2α-M ならびに IS として用いた d4- PGE2 および d4-PGF2αの標準品を
用い、LC/MS/MS 測定における SRM 条件の検討を行った。いずれの化合物も ESI 負モードで
分析したときに脱プロトン化したイオンがベースピークとして検出されたことから、次にそれ
ぞれのベースピークをプレカーサーイオンに設定し、MS/MS スペクトルを測定した。これらの
結果から選択した SRM 条件を Table 12 に示した。以降の検討ではすべてこの値を使用した。 
 
Table 12 SRM conditions for each analyte 
Analyte Precursor ion (m/z) Product ion (m/z) Collision energy (eV) 
PGE2 351 271 -24 
PGF2α 353 193 -36 
E2-M 351 235 -30 
F2α-M 353 113 -40 
d4-PGE2 355 275 -24 
d4-PGF2α 357 297 -36 
 
その他の主なパラメータの設定値を以下に示す。Probe temperature, 650℃ ; ionization 
voltage, -4500 V: declustering voltage, -70V; scan time, 500 msec (PGE2, PGF2α, E2-M, F2α-M), 200 
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msec (d4-PGE2, d4-PGF2α); collision gas, 4 psi; curtain gas, 20 psi. 
 
5-3-2 血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-Mの同時定量法の開発 
1D-LC/MS/MSによる定量法の検討 
第 2 章でのヒト血漿中リマプロストの定量法開発時と同様、まずは簡便な 1D-LC/MS/MS を
用いて目標感度の達成可能性を検討した。1D-LC/MS/MS システム概略図と代表的な分析条件
を Fig. 20 に示した。 
Pump 1 MS/MS
Analytical column
Auto sampler
  
Analytical column: Cadenza CD-C18, 3μm, 2.0×250 mm (Imtact) 
Column oven temperature: 40ºC 
Flow rate 
Pump 1, flow rate: 200μL/min 
Mobile phase  
A: 1 mmol/L formic acid 
B: acetonitrile 
Gradient time program 
Time A B 
(min) (%) (%) 
0 65 35 
20 65 35 
25 35 65 
30 35 65 
30.1 65 35 
40 65 35 
Fig. 20  Schematic representation and the analytical condition of the 1D-LC/MS/MS.  
 
この分析条件で 6 個体分をプールしたヒト血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-M を測定したと
きの SRM クロマトグラムを Fig. 21 に示した。 
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Fig. 21 Representative SRM chromatogram of human plasma using a conventional 
1D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 20. (A) SRM 
transitions for PGE2, (B) PGF2α, (C) F2α-M 
 
 
Fig. 21-A の PGE2 を対象としたクロマトグラムでは PGE2 の保持時間周辺にブロードなピー
クが認められているが、ベースラインが高く、内因性夾雑物由来のピークとの分離も不十分で
あることから、PGE2の明確なピークを検出することはできなかった。また、Fig. 21-B におい
ては、PGF2αの保持時間に明確なピークが認められたが、このピークの形状は、周辺の保持時
間に認められた他のピークと比較してややブロードであることからここには PGF2α以外の内因
性物質が含まれている可能性が示唆された。このように、通常の 1D-LC/MS/MS システムでは
内因性夾雑物との分離が不十分であるため、血漿中の PGE2 および PGF2αを定量することは困
A 
B 
C 
PGE2 
PGF2α 
F2α-M 
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難であることが示唆された。したがって、分析法の特異性を向上させるため、第 2 章のリマプ
ロストと同様に 2D-LC/MS/MS システムを用いて定量法を検討することとした。なお、Fig. 21-C
の F2α-M を対象としたクロマトグラムに関しては、感度および内因性夾雑物との分離も良好で
あり、1D-LC/MS/MS でも十分内因性濃度を定量することが可能と考えられたが、PGE2および
PGF2αとの同時測定法を行う方が使用する血漿量を減らすことができ、前処理および分析時間
も短縮できることから F2α-M についても 2D-LC/MS/MS 法で定量することとした。 
2D-LC/MS/MSによる検討 
第 2 章でも述べたように、2D-LC/MS/MS では一次元目と二次元目の分離モードの組み合わ
せの選択は成否の鍵となる重要な課題である。既に本研究ではリマプロストの高感度定量法に
おいて、両次元ともに逆相モードを用いることが臨床検体のような多検体を再現性良く分析す
る上で最良の組み合わせであることを示している。そこで、本章においても両次元に逆相モー
ドを採用することとしたが、前述のように両次元に同一の分離モードを用いることは、分離の
多様性という面では有利な組み合わせではない。そこで本章では、両次元ともに逆相モードを
選択した際に、如何に分離の多様性を持たすことができるかについて種々の検討を行った。こ
こでは、一次元目と二次元目で異なる固定相のカラム、例えばリマプロストの定量法で用いた
Ph（フェニル基）と C18（オクタデシル基）の 組み合わせや、同じ C18 カラムであっても異な
るブランドのカラムを組み合わせたり、あるいは移動相の pH を一次元目と二次元目で変更す
るなどを試行した。その結果、プロスタグランジンに関しては移動相に用いる有機溶媒により、
同じカラムを用いた場合でも分離挙動が異なることが明らかになった。例えば、C18 カラムを
用いて PGE2、PGF2αおよび F2α-M を分離した場合、移動相にメタノールを用いた時のカラム
からの溶出順序は①PGE2、②PGF2α、③F2α-M であるのに対し、移動相にアセトニトリルを用
いると溶出順序は①PGF2α、②PGE2、③F2α-M となり、PGE2 と PGF2αが入れ替わる。このよう
な分離特性の違いを利用するため、本章では一次元目はメタノールを、二次元目はアセトニト
リルを移動相として用いることにし、さらに詳細な検討を行って最適な条件を決定した。最適
化後の 2D-LC/MS/MS 条件を以下に示した（Fig. 22）。 
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A
B
Pump 1
Pump 2 Pump 3
MS/MS
1st column
2nd column
Trapping column
Auto sampler
Waste
 
1st column: Inetrsil ODS-3, 3μm, 2.1×50 mm (GL Sciences) 
2nd column:Cadenza CD-C18, 3μm, 1.0×250 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium formate (pH3.5) 
Pump 1B: methanol 
Pump 2: 10 mmol/L formic acid 
Pump 3A:1 mmol/L formic acid 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
  Pump 1 Pump 2 Pump 3  
Time Flow rate A B  Time C  Time D E 
(min) (μL/min) (%)  (%)  (min) (%)  (min) (%)  (%) 
0.0 200 47 53  0.0  100  0.0  65 35 
12.5  200 47 53  60.0  100  42.0  65 35 
12.6  10 47 53  Flow rate: 400μL/min  48.0  35 65 
13.5  10 47 53     54.0  35 65 
13.6  200 47 53     54.1  65 35 
60.0  200 47 53     60.0 65 35 
        Flow rate: 60μL/min 
Switching valve position 
 0 min   – 11.1 min: A 
 11.1 min – 12.7 min: B 
12.7 min – 13.2 min: A 
 13.2 min – 31.0 min: B 
 31.0 min – 60.0 min: A 
Fig. 22  Schematic representation and the analytical condition of the 2D-LC/MS/MS.  
 
また、この 2D-LC/MS/MS で用いたものと同じヒトプール血漿を測定したときの SRM クロ
マトグラムを Fig. 23 に示した。 
Fig. 23-A の PGE2を対象としたクロマトグラムでは、PGE2を明確なピークとして検出する
ことができており、1D-LC/MS/MS（Fig. 21-A）と比較して明らかに特異性および感度の向上
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が認められた。特にベースラインレベルの低下および PGE2に隣接する内因性夾雑物ピークと
の分離が良好であり、2D-LC/MS/MS による 2 段階の分離が効果的であったことを示している。 
また、Fig. 23-B に示した PGF2αについても 1D-LC/MS/MS のピークと比較して形状がシャ
ープになっており、1D-LC/MS/MS で疑われた内因性夾雑物とのピークの重なりが解消された
と考えられた。また、PGF2αの保持時間周辺の夾雑ピークも軽減された。保持時間周辺の夾雑
ピークとの分離が良好になったことは、精度が要求される定量分析において非常に重要であ
り、このことからも PGF2αの定量に対して 2D-LC/MS/MS が有効であることが示唆された。ま
た、F2α-M は関しては 1D-LC/MS/MS でも良好なピーク形状を示していたが（Fig. 21-C）、
2D-LC/MS/MS ではピークが更にシャープになり、形状が向上した（Fig. 23-C）。 
このプール血漿中の PGE2、PGF2αおよび F2α-M濃度はそれぞれ 0.509、5.22および 9.11 pg/mL
であった。目標感度は、内因性濃度を定量できる感度としていたため、本定量法での PGE2、
PGF2αおよび F2α-M の目標感度（目標定量下限濃度）をそれぞれ 0.500、2.50 および 2.50 pg/mL
に設定した。 
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Fig. 23 Representative SRM chromatogram of human plasma using the  
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 22. (A) SRM 
transitions for PGE2, (B) PGF2α, (C) F2α-M. 
 
5-3-3 血漿中 E2-M定量法の開発 
当初 E2-M に関しては、PGE2、PGF2αおよび F2α-M と同時定量を行う予定であったが、E2-M
を測定対象に加えることでPGE2を定量する際の特異性に影響をおよぼす可能性が懸念された。 
これは 2D-LC/MS/MS の一次元目の PGE2 と E2-M の保持時間が隣接しており、両ピークが一部
重なったことが理由である。つまり、一次元目カラムから溶出した PGE2 をトラッピングカラ
ムにトランスファーする際は、不要な成分の混入をできるだけ避けるために最小限の時間のみ
溶出液がトラッピングカラムに移行するようにバルブ切り替え時間を調節すべきであるが、
PGE2 と E2-M を同時に分析するためには、トラッピングカラムへの移行時間を PGE2 のみを対
A 
B 
C 
PGE2: 0.509 pg/mL 
PGF2α: 5.22 pg/mL 
F2α-M: 9.11 pg/mL 
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象とするときと比較して長く設定しなければならず、それによりトラッピングカラムに移行し
た夾雑物により PGE2 分析に対する特異性が失われることが懸念されたためである。PGE2は本
章において最も重要な測定対象物質を位置付けていることから、PGE2 の定量性に影響を及ぼす
可能性のある E2-M については同時測定を行わず、別途定量法を開発することとした。 
E2-M の定量法は PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法を基に構築した。定量法を以下に
示した（Fig. 24）。 
A
B
Pump 1
Pump 2 Pump 3
MS/MS
1st column
2nd column
Trapping column
Auto sampler
Waste
 
1st column: Inetrsil ODS-3, 3μm, 2.1×50 mm (GL Sciences) 
2nd column:Cadenza CD-C18, 3μm, 1.0×150 mm (GL Sciences) 
Trapping column: Inertsil ODS-3, 5μm, 1.0×10 mm (GL Sciences) 
Column oven temperature:  
Column 1: 40ºC 
Column 2 and trapping column: room temperature 
Mobile Phase:  
Pump 1A: 5 mmol/L ammonium formate (pH3.5) 
Pump 1B: methanol 
Pump 2: 10 mmol/L formic acid 
Pump 3A:1 mmol/L formic acid 
Pump 3B: acetonitrile 
Gradient time program 
  Pump 1  Pump 2 Pump 3  
Time Flow rate A B  Time C  Time D E 
(min) (μL/min) (%)  (%)  (min) (%)  (min) (%)  (%) 
0.0 200 47 53  0.0  100  0.0  65 35 
28.0  200 47 53  28.0  100  15.0 65 65 
Flow rate: 400µL/min   Flow rate: 400μL/min  25.0 50 50 
        27.0 50 50 
        27.1 65 35 
        28.0 65 35 
Switching valve position     Flow rate: 50μL/min 
 0 min   – 11.5 min: A 
 11.5 min – 14.5 min: B 
14.5 min – 28.0 min: A 
  
Fig. 24 Analytical condition of the 2D-LC/MS/MS for the determination of E2-M in 
human plasma. 
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また、この分析条件で 6 例分をプールしたヒト血漿中の E2-M を測定したときの SRM クロマ
トグラムを Fig. 25 に示した。E2-M は良好なピーク形状を示しており、ピーク形状に対する内
因性夾雑物の影響は小さかった。このプール血漿中の E2-M 濃度は約 6 pg/mL であったが、個
体差の存在を考慮し、E2-M の目標定量下限濃度については 2.5 pg/mL に設定した。 
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Fig. 25 Representative SRM chromatogram of E2-M in human plasma using the  
2D-LC/MS/MS system with the condition described in Fig. 24. 
 
以上のように、2D-LC/MS/MS を用いることで、内因性の PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時
定量法ならびに E2-M の定量法を構築することができた。これらの定量法についての再現性お
よび定量値の再現性を検証するため、それぞれの定量法についてバリデーション試験を実施し
た。 
 
5-3-4 定量法バリデーション 
PGE2、PGF2α、E2-M および F2α-M の代表的な検量線を Fig. 26 に示した。検量線はいずれも
良好な直線性を示し、相関係数は全て 0.99 以上であった。なお、本章で測定対象とした 4 種の
プロスタグランジンは、いずれも血漿中に存在することから、検量線用のブランクマトリクス
としてリン酸緩衝液を用いた。 
E2-M 
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Fig. 26 Representative calibration curve for the determination of PGE2, PGF2α, E2-M 
and F2α -M. 
 
次に、各測定対象物質について定量値の再現性を評価した。日内再現性の結果を Table 13
に示した。いずれの測定対象物質においても RE、CV は LLOQ ではそれぞれ±14.9 および 17.7%
以内、LLOQ 以外の濃度では±12.2 および 12.7%以内であり、再現性の判定基準を満たした。 
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Table 13 Intra-day accuracy and precision of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α-M  
 
PGE2     PGF2α    
Spiked concentration Day RE  CV   Spiked concentration Day RE  CV  
(pg/mL)    (％)  (％)  (pg/mL)    (％)  (％) 
 1 3.7 7.4   1 -7.0 8.2 
0.500 2 10.9 6.8  2.50 2 4.3 2.8 
  3 0.0 12.8    3 -2.6 6.0 
 1 -7.2 9.5   1 -5.5 6.1 
1.00 2 -6.4 4.3  5.00 2 -6.4 5.7 
  3 -5.7 6.3    3 6.9 3.8 
 1 -1.7 6.4   1 2.2 8.3 
5.00 2 1.2 4.6  25.0 2 -9.0 4.1 
  3 -2.2 5.2    3 3.7 7.5 
 1 -1.1 2.6   1 -3.8 6.4 
40.0 2 -1.0 9.8  200 2 -7.4 6.9 
  3 1.5 2.3    3 5.8 5.5 
         
E2-M      F2α-M       
Spiked concentration Day RE  CV   Spiked concentration Day RE  CV  
(pg/mL)    (％)  (％)  (pg/mL)    (％)  (％) 
  1 -5.4 17.3   1 6.6 6.7 
2.50 2 -1.4 12  2.50 2 2.4 6.3 
  3 -14.9 17.7    3 7.2 6.6 
 1 2.1 2.2   1 -4.1 9.9 
5.00 2 -3.9 5.8  5.00 2 0.0 9.1 
  3 3.6 3    3 1.0 11.2 
 1 12.2 6.7   1 9.2 11.3 
100 2 -3.7 5.3  25.0 2 -2.0 11.5 
  3 6.2 1.7    3 -3.3 1.8 
 1 9.4 2.4   1 -1.7 7.3 
800 2 -7.6 1.7  200 2 -7.7 12.7 
  3 6.4 2.7    3 -0.5 7.3 
n=5         
 
また、日間再現性の結果を Table 14 に示したが、ここでも再現性の判定基準を満たす結果が
得られた。以上の結果から、本章で構築した二種の定量法（PGE2、PGF2α、F2α-M 同時定量法、 
E2-M 定量法）はいずれも再現性があるものと判定された。 
なお、日内および日間再現性試験では LLOQ 以外の 3 濃度の評価の際にはブランクマトリク
スとしてヒト血漿を用いた。この時、理論値にはブランクマトリクスとして用いたヒト血漿中
の内因性濃度（n=5 の平均値）に、添加濃度を加えたものを用いた。一方、内因性濃度は LLOQ
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を超えるため、ヒト血漿を用いた場合には LLOQ における真度、精度の評価ができないため、
LLOQ のみブランクマトリクスとしてリン酸緩衝液を用いた。 
 
Table 14  Inter-day accuracy and precision of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α -M 
 
PGE2    PGF2α   
Spiked concentration RE  CV   Spiked concentration RE  CV  
(pg/mL)  (％)  (％)  (pg/mL)  (％)  (％) 
0.500 4.9 9.6  2.50 -1.7 7.3 
1.00 -6.4 6.8  5.00 -1.7 7.1 
5.00 -0.9 5.5  25.0 -1.0 8.6 
40.0 -0.2 5.6  200 -1.8 8.2 
       
E2-M    F2α-M     
Spiked concentration RE  CV   Spiked concentration RE  CV  
(pg/mL)  (％)  (％)  (pg/mL)  (％)  (％) 
2.50 -7.3 15.8  2.50 5.4 6.4 
5.00 -3.9 5.8  5.00 -0.9 14.6 
100 -3.7 5.3  25.0 -0.8 10.5 
800 -7.6 1.7  200 -3.7 9.2 
n=15       
 
 次に、分析法の特異性について検討を行った。第 2 章でも実施したように、外因性化合物
での特異性評価においては、ブランク血漿と LLOQ 試料のクロマトグラムを比較し、血漿由来
成分が測定対象物質の定量性に影響を与えることがないことを確認する。しかし、内因性物質
ではこの方法を用いることができないため、代替法により特異性を検証した。つまり、本試験
において測定対象物質としたプロスタグランジンと同じ組成式を有する 19 種のプロスタグラ
ンジン（Table 15）を、PGE2、PGF2αおよび F2α-M の同時定量法で分析し、これらのピークが
測定対象物質と重なるかどうかを検討した。 
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Table 15  List of prostaglandins used to investigate the specificity of the 
2D-LC/MS/MS method 
Prostaglandins which have same molecular composition as PGE2 and E2-M (C20H32O5) 
PGD2,  11β-PGE2,  15(R)-PGE2,  8-iso PGE2,  13,14-dihydro-15-keto PGE2,  
13,14-dihydro-15-keto PGD2,  15-keto PGF2α,  15-keto PGE1,  8-iso-15-keto PGF2α 
Prostaglandins which have same molecular composition as PGF2α and F2α-M (C20H34O5) 
PGE1,  PGF2β,  11β-PGF2α,  11β-PGE1,  15(R)-PGF2α,  8-iso PGF2α , 5-trans PGF2α  
8-iso-13,14-dihydro-15-keto PGF2α,  13,14-dihydro-15-keto PGE1,  15-keto PGF1  
 
Fig. 27 に示したように、用いた 19 種のプロスタグランジン類はいずれも測定対象物質であ
る PGE2、PGF2αおよび F2α-M のピークに重ならなかった。なお、参考までに一次元目あるい
は二次元目のみの分析条件で同様の検討を行ったところ、保持時間が測定対象物質と重なる化
合物が複数認められ、例えば、一次元目の分析条件では、PGE2は PGD2、PGF2αは PGE1、F2α-M
は 13, 14-dihydro-15-keto PGE1 などとピークが重なり、二次元目の分析条件では PGE2は 15-keto 
PGF2α、PGF2αは 15R-PGF2αなどとピークが重なった（データは示さず）。このように、一種類
の分析条件では特異性が十分得られない場合でも、二種類の異なる分析条件を組み合わせるこ
とで特異性が大きく向上することが示された。なお、E2-M の定量法でもこれら 19 種のプロス
タグランジン類を用いた特異性の検討を実施したが、E2-M のピークに重なるような化合物はな
かった（データは示さず）。 
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Fig. 27 Representative SRM chromatograms of standard mixtures of prostaglandins, 
listed in Table 15, assessing the selectivity of the 2D-LC/MS/MS system. 
(A)SRM transitions for PGE2, (B)PGF2α, (C)F2α-M.  
A mixture containing 50 pg of each standard was analyzed. 
 
 
以上の検量線の直線性、再現性および特異性の結果から、各測定対象物質の定量範囲は、
PGE2：0.500～50.0 pg/mL、PGF2α：2.50～250 pg/mL、E2-M：2.50～1000 pg/mL、F2α-M：2.50
～250 pg/mL に設定された。 
また、前処理操作における回収率の結果を Table 16 に示した。各測定対象物質について、リ
  69 
ン酸緩衝液は定量範囲の低濃度、中濃度、高濃度の 3 濃度、ヒト血漿については低い添加濃度
では内因性のプロスタグランジンが回収率の算出に影響を与える可能性が考えられたため、高
濃度の 1 濃度のみで実施した。その結果、各測定対象物質ともいずれの濃度、いずれのマトリ
クスにおいても回収率は約 65％～約 80％と良好であった。このことからリン酸緩衝液を用い
た場合においても試験管や固相抽出カラム等への非特異的な吸着が生じにくいということを
示唆しており、代替マトリクスとしてリン酸緩衝液を用いることの妥当性が示された。 
 
Table 16 Recovery of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α-M from phosphate buffer and human 
plasma 
  Matrix Spiked concentration Recovery 
   (pg/mL) (％) 
PGE2 
 1.00 80.7 
Phosphate buffer 5.00 78.8 
 40.0 77.6 
Human plasma 40.0 74.2 
PGF2α 
 5.00 77.0 
Phosphate buffer 25.0 76.6 
 200 72.1 
Human plasma 200 74.4 
E2-M 
 2.50 73.8 
Phosphate buffer 25.0 76.4 
 200 71.9 
Human plasma 200 65.6 
F2α-M 
 5.00 77.5 
Phosphate buffer 25.0 75.7 
 200 73.2 
Human plasma 200 80.2 
d4-PGE2 Phosphate buffer 5.00 71.0 
d4-PGF2α Phosphate buffer 5.00 71.0 
(n=3) 
 
次に、各種試料中での安定性を検討し、各条件下で安定性が保証された期間を Table 17 に示
した。E2-M に関しては、過去の報告にもあるようにやや不安定な傾向を示し 53)、他の測定対
象物質と比較して安定性の保証期間は短かった。 
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Table 17 Stability of each analyte under various storage conditions 
Matrix Condition 
Certified period 
PGE2, PGF2α , F2α-M E2α-M 
Plasma Room temperature 2 hours 1 hour 
 -20ºC 7 days 7 days 
 -80ºC 60 days 21 days 
 Freeze/thaw (-80ºC /r.t.) 3 cycles 3 cycles 
Whole blood 4ºC 2 hours 2 hours 
Processed sample 4ºC 168 hours 168 hours 
 
PGE2、PGF2αおよび F2α-M の混合標準液中ならびに IS 混合溶液中（溶媒はいずれもエタノ
ール／酢酸エチル混液（1：1））での各化合物の安定性を確認したところ、-80℃条件下では 62
日間、室温条件下では 24 時間まで安定であった。また、E2-M はエタノール／酢酸エチル混液
（1：1）を溶媒として用いた標準液中において-80℃条件下では 30 日間、室温条件下では 24
時間まで安定であった。 
 
5-3-5 ヒト血漿中の内因性 PGE2、PGF2αおよび F2α-M濃度測定 
バリデートされた 2D-LC/MS/MS による定量法を用い、PGE2、PGF2αおよび F2α-M について、
健康成人男女（計 6 個体）の血漿中の内因性濃度を測定し、その結果を Table 18 に示した。本
章では、定量感度を設定する上での条件を内因性濃度が定量可能であることとしていた。しか
し、個々の被験者で検討したところ、1 例（Male-2）において PGE2 濃度が LLOQ を下回ったが、
それ以外はいずれも内因性濃度が LLOQ を上回っていた。なお、ここで用いたヒト血漿を調製
する際には、採血直後に COX 阻害剤であるインドメタシンが血液中に添加されている。参考
までに、インドメタシンを加えずに採取したヒト血漿中 PGE2、PGF2αおよび F2α-M 濃度を測
定したところ、それぞれ 593 pg/mL、115 pg/mL および 9.42 pg/mL であり（男女 6 例の平均値）、
PGE2 および PGF2αはインドメタシンを添加した時に比べ、極めて高濃度を示した。 
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Table 18 Individual endogenous plasma concentrations of PGE2, PGF2α, and F2α-M in 
normal volunteers 
Analyte Plasma concentration (pg/mL)  
 Male-1 Male-2 Male-3 Male-4 Female-1 Female-2 Mean SD 
PGE2 0.561 0.406a) 0.510 0.636 1.55 0.984 0.775  0.428  
PGF2α 3.78 5.60 2.88 4.78 11.4 5.78 5.70  3.00  
F2α -M 13.9 5.88 5.19 5.86 7.86 18.2 9.48  5.34  
a) Below the limit of quantification (0.500 pg/mL) 
 
第 4節 考察 
本章では、ジノプロストン ベータデクス錠（PGE2製剤）の臨床薬物動態試験に先立ち、PGE2
および PGE2 の投与により血漿中濃度が上昇する可能性のある PGF2α、E2-M および F2α-M の
2D-LC/MS/MS による高感度定量法を開発し、バリデーションを実施した。PGE2 定量の際の高
い特異性を維持するため、定量法を二種類（PGE2、PGF2α、E2-M 同時定量法と F2α-M 定量法）
開発することになったものの、いずれの定量法もバリデーションにより、感度ならびに再現性
が良好であることが示された。 
2D-LC/MS/MS を用いた本定量法の最も大きな特徴はその特異性の高さであると考えられる。
1D-LC/MS/MS では分離できなかった PGE2、PGF2αと血漿由来の夾雑物を 2D-LC/MS/MS では
良好に分離することができた。本試験では一次元目と二次元目ともに逆相モードである C18 カ
ラムを用いたが、プロスタグランジン類についてはメタノールを移動相として用いた一次元目
と、アセトニトリルを移動相として用いた二次元目では異なる分離特性を示すことから、両者
を組み合わせることで特異性が向上したと考えられた。メタノールとアセトニトリルによる分
離特性の違いの理由は明らかではないが、メタノールがプロトン性であるのに対し、アセトニ
トリルが非プロトン性であることから両溶媒分子の化学的性質の違いが分離特性の一つの要
因になっていると考えられた。また、今回のように内因性物質を測定対象物質とする場合、ク
ロマトグラム上のピークが 1 本に見えてもそれが他成分との混合物でないことを示すことは困
難であるが、本章では 19 種の主な内因性プロスタグランジンを 2D-LC/MS/MS で分析し、少な
くともこれらが測定対象物質のピークに重ならないことを示した。この結果、PGE2、PGF2α、
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E2-M の保持時間に認められたピークが、これらのみで形成されている可能性が高く、
2D-LC/MS/MS で得られた定量値は、実際の血漿中濃度を反映していると考えられた。本章で
は、6 個体のヒト血漿中の PGE2 濃度を定量したが、今回得られた血漿中 PGE2濃度および PGF2α
は過去の報告と比較して低値であった 54,55)。この理由としては、従来報告されている定量法は
特異性が低く、内因性夾雑物と PGE2 あるいは PGF2αの分離が十分なされていないため、これ
らの濃度を過大評価している可能性が最も大きいと考えられた。また、2D-LC/MS/MS を用い
た場合でも、COX 阻害剤であるインドメタシンを添加していない血漿では、インドメタシンを
添加した血漿よりも PGE2および PGF2α濃度が極めて高値を示したことから、COX 阻害剤を添
加しない場合は採血後にプロスタグランジンが血球から産生されると考えられた。そのため、
一部の報告例では COX 阻害剤の添加量が不十分であったり、あるいは全く添加しなかったた
めに PGE2および PGF2α濃度が高値を示した可能性も考えられた。 
PGE2 および PGF2αのような primary なプロスタグランジンの血漿（または血液、血清）中濃
度を対象にした研究はあまり多くない。その理由の一つとしては、これらの血漿中濃度が主な
研究対象である組織や細胞系と比べて非常に低く 56,57)、更に血漿中にはさまざまな内因性夾雑
物が存在しているために、従来の分析法では定量感度と特異性が不十分であったということが
考えられる。本章で開発した 2D-LC/MS/MS 法は血漿中プロスタグランジン濃度を定量するた
めの十分な感度と特異性を有していることが明らかになったため、今後、特に血漿などの複雑
なマトリクスを対象としたプロスタグランジン研究への応用が期待される。なお、本章では
PGE2 およびその代謝物を測定対象としたが、一次元目の保持時間に合わせてバルブの切り替え
時間を調節するだけで、その他のプロスタグランジンにも容易に応用可能である。 
以上のように、2D-LC/MS/MS は定量感度および特異性という面において、これまで報告さ
れている EIA、GC/MS/MS、1D-LC/MS/MS 等によるプロスタグランジン定量法と比較して優れ
ていると考えられた。一方で、2D-LC/MS/MS は分析システムが複雑であることから条件設定
が複雑であり、また、1 検体あたりの分析時間が 1D-LC/MS/MS と比較して長くなるなどの欠
点がある。したがって、プロスタグランジンを対象とするすべての定量に適している訳ではな
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いことから、目的や対象とする試料等に応じて、従来から用いられている定量法と使い分ける
ことが肝要であると考えられる。 
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第 6章 健康成人女性におけるジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験 
第 1節 序論 
ジノプロストン ベータデクス錠（PGE2 製剤）は 1970 年代から妊娠末期の陣痛誘発および陣
痛促進を目的として広く用いられている薬剤であるが、これまで血漿中 PGE2、PGF2αおよびこ
れらの代謝物を高感度で特異的に定量する手法がなかったことから、販売開始から約 30 年も
経過していたにも関わらず、そのヒトにおける薬物動態特性は明らかになっていなかった。し
かし、前章で開発された 2D-LC/MS/MS による定量法を用いることにより、ジノプロストン ベ
ータデクス錠を投与後の血漿中 PGE2、PGF2α、E2-M および F2α-M の薬物動態特性を明らかに
することが期待できたため、本剤の臨床薬物動態試験を実施することとした。 
臨床薬物動態試験の対象は、臨床適用に準じて日本人の健康成人女性（非妊娠）とした。本
臨床試験での測定対象物質（PGE2、PGF2α、E2-M および F2α-M）は全て内因性であり、採血時
の穿刺の刺激によりこれらの血漿中濃度が上昇する可能性が考えられたことから、まずは予備
試験で血漿中 PGE2 およびその代謝物の濃度が通常の濃度に回復する時間を検討した。引き続
き実施した本格試験では、内因性濃度の日内変動 58)および性周期の影響 59)を加味するため、2
群 2 期のクロスオーバー法（第Ⅰ期と第Ⅱ期のいずれかの期間は投薬なし）のデザインとし、
単回経口投与時の血漿中 PGE2 およびその代謝物の薬物動態について検討した。また、本試験
で得られた結果について考察を行うために、各測定対象物質のプロスタグランジン受容体に対
するアゴニスト作用を確認し、さらにラットを用いた in vivo での子宮収縮作用を検討した。 
 
第 2節 方法 
6-2-1 臨床試験デザイン 
本臨床薬物動態試験は予備試験と本格試験の二試験から成るが、いずれもオープン試験で実
施した。本試験はヘルシンキ宣言の精神を遵守し、かつ試験実施計画書、薬事法および平成 9
年 3 月 27 日付厚生省令第 28 号「医薬品の臨床試験実施の基準（GCP）」等の関連規制法規を遵
守し、治験審査委員会で承認された後に実施された。 
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予備試験 
ジノプロストン ベータデクス錠の臨床薬物動態試験に先立ち、試験薬の投与を伴わない予
備試験を実施した。予備試験は日本人の健康成人女性 6 例を対象に実施した。予備試験の目的
は、採血用の留置針を上腕部に挿入したとき、その刺激により上昇すると考えられる PGE2 お
よび PGF2αおよび F2α-M の血漿中濃度が通常の濃度に回復する時間を見極めることである。予
備試験における採血ポイントを以下に示した。 
注射針穿刺直後、挿入後 15、30、60、120 分後 
本格試験 
本格試験は 2 群 2 期のクロスオーバー法（第Ⅰ期と第Ⅱ期のいずれかの期間は投薬なし）を
用いて単回経口投与時の血漿中 PGE2 およびその代謝物の薬物動態について検討した。本格試
験は日本人の健康成人女性 12 例を対象に実施した。なお、可能な限り性周期を合わせるため
に、被験者は｢月経開始 14 日目より 5 日の間｣に来院し、製造販売後臨床試験責任医師は、被
験者が｢出血のない状態である｣ことを確認した上で第Ⅰ期試験を実施した。第Ⅱ期は第Ⅰ期終
了後の約 1 ヶ月後に行った。 
 Group 1 (6 例) Group 2 (6 例) 
第Ⅰ期 ● － 
第Ⅱ期 － ● 
●：試験薬投与あり －：試験薬投与なし 
被験者は、試験当日の朝食については絶食とし、試験薬投与時は試験薬（0.5 mg×1 錠）を
水 100 mL とともに単回経口投与した。本格試験における採血ポイントを以下に示した。 
試験薬投与期：投与前、投与後 5、10、15、20、30、45、60、75、90、120、180 分 
試験薬非投与期：試験薬投与期の採血時点と同じ時点 
採血方法（予備試験および本格試験） 
安全装置つき静脈留置針を用いて肘窩静脈にカテーテルを挿入し、所定の採取時間にシリン
ジにより 7 mL の血液を採取した。採血後、あらかじめ「インドメタシンおよび EDTA の混液」
を添加し氷冷してある検体採取用スピッツに速やかに移し、充分に混和して氷中へ戻した。速
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やかに 4℃に設定した遠心機を 1000g（3000rpm）で 10 分遠心し、血漿を得た。得られた血漿
はフリーザーボックス内でドライアイス上にて急速冷凍した。 
 
6-2-2  ヒト血漿中 PGE2、PGF2α、F2α-M、E2-Mの定量 
血漿中 PGE2、PGF2α、F2α-M ならびに E2-M の定量には第 5 章で開発した 2D-LC/MS/MS シ
ステムを用いた。各測定バッチにおける精度管理は、臨床検体と同時に分析を行った検量線お
よび QC サンプルの結果を精査することにより行った。なお、予備試験では E2-M を定量しな
かった。 
 
6-2-3 解析対象集団 
試験実施計画書に基づく解析対象集団であり、かつ、薬物動態を評価する上で十分な回数の
採血がなされ適正な血漿中濃度測定結果が得られた被験者を薬物動態パラメータの解析対象
集団とした。なお、E2-M について、血漿検体の保存期間が第 5 章で確認した安定性保証期間を
超えた被験者に関しては解析対象集団から除外した。 
 
6-2-4 外因性プロスタグランジン濃度の算出 
プロスタグランジンは内因性物質であることから、試験薬投与後のプロスタグランジン濃度
は内因性と外因性の総和と考えられる。本試験の主目的は外的に投与された PGE2 およびこれ
から生成される代謝物の薬物動態評価であることから、各採血時点の定量値から内因性濃度
（試験薬投与期における投与前の定量値）を差し引くことにより、外因性のプロスタグランジ
ン濃度を算出した後（補正）、薬物動態解析を行なった。なお、補正を行う前の内因性と外因
性の総和濃度に関しても、薬物動態解析を実施した。なお、PGE2 および PGF2αに関しては試験
薬投与期においても明らかな血漿中濃度の上昇が認められなかったことから外因性濃度の算
出は行わなかった。したがって、外因性濃度の算出は E2-M および F2α-M についてのみ行った。 
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6-2-5 薬物動態パラメータ 
 「試験薬投与期／補正あり」および「試験薬投与期／補正なし」の両方について薬物動態パ
ラメータを算出した。ただし、薬物動態パラメータを算出するのは E2-M および F2α-M とし、
PGE2 および PGF2αについては算出しなかった。算出したパラメータは以下の通りである。  
試験薬投与期／補正あり：Cmax、tmax、AUC0-180min、t1/2 
試験薬投与期／補正なし：Cmax、tmax、AUC0-180min 
 
6-2-6 臨床用法用量における血漿中濃度推移の予測 
今回の単回投与試験の結果を用い、通常の臨床用法用量（1 回 1 錠を 1 時間毎に 6 回経口投
与）における E2-M および F2α-M の血漿中濃度推移の予測を行った。血漿中濃度の予測には重
ね合わせ法を用いた。以下に予測方法を示す。 
E2-M および F2α-M について「試験薬投与あり」の各採血時点の平均値から、投与前の血漿
中濃度（内因性濃度）の平均値を差し引いた。このようにして得られた外因性E2-M および F2α-M
の平均血漿中濃度推移を用い、重ね合わせ法により臨床用法用量での血漿中濃度を算出し、最
後に投与前の血漿中濃度の平均値を足し合わせることで予測値を算出した。 
 
6-2-7  各種プロスタグランジン受容体に対するアゴニスト作用 
各種プロスタグランジン受容体を発現させた Chinese hamster ovary（CHO）細胞〔ヒト型 EP1
受容体（hEP1-CHO）、ヒト型 EP2 受容体（hEP2-CHO）、ヒト型 EP3 受容体（hEP3-CHO）、ラ
ット型 EP3 受容体（rEP3-CHO）、ヒト型 EP4 受容体（hEP4-CHO）、マウス型 FP 受容体
（mFP-CHO）〕に対し 、F2α-M ならびに E2-M を処置し、これらのアゴニスト活性を測定した。
比較対象としては PGE2 および PGF2αを用いた。実験の詳細を以下に示した。 
 hEP1-CHO、hEP3-CHO、rEP3-CHO もしくは mFP-CHO 細胞については、培地*を除去した後、
各ウェルに load medium*を 100μL 加え、CO2 インキュベーター内で約 60 分間インキュベーシ
ョンした。インキュベーション終了後、load medium を除去し、assay buffer*にて 2 回洗浄した。
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その後、各ウェルに assay buffer 120μL を添加し、CO2インキュベーター内で 30 分静置し安定
化させた後、カルシウムシグナル実験に供した。実験では、プレートを蛍光分光光度計
（FDSS-3000，浜松ホトニクス）にセットし、細胞内カルシウム濃度の測定を開始した。細胞
内カルシウム濃度の測定は、細胞に 340 nm／380 nm の励起光を交互に照射し、500 nm の蛍光
強度を測定し、2 波長励起の蛍光強度比（Fluorescence ratio）を求めた。測定開始の 5 分後に各
プロスタグランジンを含む assay buffer（50000、5000、500、50、5、0.5 nmol/L）を 30μL 添加
し、3 分間測定を行った。各プロスタグランジンの濃度は各濃度の被験物質および対照物質に
ついて 4 例ずつ検討した。 
hEP2-CHOおよびhEP4-CHOについては、培養フラスコから培地を除去し、EDTA-PBS*で2回
洗浄した。EDTA-PBS 10 mLをフラスコ内に注入し、37℃にて10分間インキュベートして細胞
を剥離した。細胞懸濁液をポリプロピレンチューブに回収し、200 g、3分間室温で遠心分離し
た。上清を除去した後、assay medium A*を10 mL添加し、37℃にて5分間インキュベートした。
再度、200gで3分間室温で遠心分離した後、assay medium B*に再懸濁した。細胞懸濁液をassay 
medium Bにて希釈し、hEP2-CHOは7.0～8.0×104cells/mL、hEP4を1.0×104cells/mLに調製した。 
Assay medium B にて希釈した各プロスタグランジン（2000、200、20、2、0.2 nmol/L）を 25μL
ずつ 96 ウェル 1/2 エリアプレート（Costar）に分注した。細胞懸濁液を 25μL ずつ分注して反
応を開始し、30 分間室温にてインキュベーションした。以後、hEP2 は cAMP HTRF HiRange
キットを、hEP4 は cAMP HTRF dynamic 2 キットを用いて cAMP 濃度を測定した。いずれもキ
ット説明書の Two step protocol に従い、Lysis buffer にて希釈した cAMP-D2 および Cryptase を
25μL ずつ添加した。1 時間後に Analyst GT（Molecular Device）を用いて 340 nm にて励起した
時の 620 nm および 660 nm における時間分解蛍光を測定し、その比（TRF ratio）を求めた。各
濃度の被験物質および対照物質について 4 例ずつ検討した。 
 各プロスタグランジンのアゴニスト活性は、これらの処置によって誘発される細胞内カルシ
ウム上昇（delta ratio）もしくは cAMP 濃度（nmol/L）から算出される EC50 値を評価項目とした。
Blank 群（媒体）の細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度を 0%、EP 受容体は PGE2の、
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FP 受容体は PGF2αの最高濃度における細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度を 100%とし
て、各濃度の被験物質もしくは対照物質における細胞内カルシウム上昇もしくは cAMP 濃度か
ら反応率（％）を算出した。被験物質あるいは対照物質の対数濃度および各濃度における反応
率から、sigmoid dose response curve model を用いた非線形回帰分析を行い、被験物質および対
照物質の EC50値を算出した。 
*各種培地、アッセイ用緩衝液類： 
細胞培養用培地： 
・非働 化（56℃ 30min）した 10%(v/v) FBS，penicillin‐streptomycin‐glutamine（GIBCO-BRL）
を含むαMEM(α-modification of Eagle’s medium，Sigma) 
カルシウムシグナル実験用緩衝液：  
・Load medium：5μmol/L fura 2-AM（DOJINDO）、2.5 mmol/L probenecid（Sigma）、20μmol/L 
indomethacin（Sigma）および 10 mmol/L HEPES（日水製薬）を含む培地 
・Assay buffer：0.1％(w/v) BSA（Sigma）、2μmol/L indomethacin、2.5 mmol/L probenecid お
よび 10 mmol/L HEPES-NaOH（pH7.4、GIBCO BRL）を含有した Hank’s balanced salt solution
（日水製薬） 
cAMP シグナル実験用緩衝液：  
・EDTA-PBS：2mM EDTAを含むPBS（－） 
・Assay medium A：0.1％ (w/v) BSAおよび2μmol/L diclofenac（Sigma）を含むMEM
（GIBCO-BRL） 
・Assay medium B：1 mmol/L IBMX（3-iso-butyl-1-methylxanthin，Sigma），0.1％(w/v) BSA お
よび2μmol/L diclofenac（Sigma）を含むMEM（GIBCO-BRL） 
 
6-2-8  ラットにおける子宮収縮作用 
妊娠ラットは、妊娠 SD(SD)IGS ラット（日本チャールス・リバー）を使用した。プラグ確認
の日を 0 日目として、妊娠 19 日目に使用した。体重測定後、麻酔下（ウレタン 1.5 g/kg, s.c.）
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にて仰臥位で固定し、下腹部正中切開（約 3～4cm）後、羊膜を傷つけないように第 1 子の背中
側に Z 縫合を行った。子宮に小切開を加え、バルーンカテーテルを胎児の背中に沿わせて羊膜
外に挿入し、縫合糸を結紮した後、術部を縫合した。バルーンに約 10 mmHg の負荷圧をかけ
子宮内圧変化を測定した。子宮内圧 0 mmHg をベースラインとし、投与前後 10 分の記録紙上
の各面積を算出し、投与後面積から投与前面積を差し引いた AUC（cm2）として算出した。子
宮内圧測定用カテーテルは、トランスデューサー（血圧モニタリング用ライフキット、日本光
電）に接続し、ひずみ圧力アンプ（AP-601G、AP-641G、日本光電）で増幅し、ラインレコー
ダ（WR3701、WR3701、グラフテック）で記録した。なお、投与液は E2-M については 30、100
および 300μg/kg、PGE2は 30μg/kg の投与量となるように調製し（媒体：生理食塩液）、0.5 mL/kg
の容量で頸静脈より急速単回投与した。 
 
第 3節 結果 
6-3-1 予備試験 
各被験者の肘窩静脈にカテーテルを挿入した後、そのカテーテルを介して経時的に採血を行
い、内因性の血漿中PGE2、PGF2αおよびF2α-M濃度を測定した結果をFig. 28に示した。なお、
E2-Mについては血漿検体の保存期間が安定性の保証期間を超過したため、濃度測定を実施しな
かった。PGE2、PGF2αおよびF2α-Mともに穿刺後（カテーテル挿入後）30分以降は血漿中濃度
の大きな変動は認められなかった。この結果から、本格試験でのカテーテル挿入から試験薬投
与までの間隔は30分に設定された。また、溶血が認められた試料が数本認められたが、これが
原因と疑われるような異常値は認められなかった。 
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Fig. 28 Plasma concentration-time profiles of PGE2, PGF2α, and F2α-M after setting of an 
indwelling needle into the brachial veins of healthy female subjects. 
Each value represents the mean ± SD of 6 subjects. 
 
6-3-2 本格試験 
健康成人女性に試験薬としてジノプロストン ベータデクス錠1錠を空腹時単回経口投与し
た時の血漿中PGE2、PGF2α、E2-MおよびF2α-Mの血漿中濃度推移をFig. 29に示した。各グラフ
には試験薬非投与期の血漿中濃度推移も併記した。 
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Fig. 29 Mean plasma concentration-time profiles of PGE2, PGF2α, E2-M and F2α -M after 
single administration of 500 µg of PGE2 or without administration to healthy 
female subjects. 
 Each value represents the mean ± SD of 12 subjects except for E2-M, n=7 for dosing period and 
n=4 for non-dosing period. 
 
PGE2およびPGF2αは、試験薬の投与による明確な血漿中濃度の上昇は認められず、投与期と
非投与期でほぼ同様の推移を示した。そのため、PGE2およびPGF2αについては薬物動態パラメ
ータを算出できなかった。 
一方、E2-MおよびF2α-Mは試験薬投与により血漿中濃度の上昇が認められた。内因性濃度で
補正する前（内因性濃度と外因性濃度の総和）のE2-MおよびF2α-Mの薬物動態パラメータを
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Table 19に示した。E2-MおよびF2α-Mのtmaxはそれぞれ20分および30分であり、本剤の吸収およ
び代謝は速やかであることが示唆された。Cmaxはそれぞれ1620 pg/mLおよび129 pg/mLであり、
投与前（E2-M：5.52 pg/mL，F2α-M：18.2 pg/mL）と比較してそれぞれ約300倍および約7倍の上
昇が認められた。特に，E2-MのCmaxはPGE2（1.18 pg/mL、投与前）およびPGF2α（5.82 pg/mL、
同）と比較してそれぞれ約1400倍および約280倍の高濃度であった。 
 
Table 19 Pharmacokinetic parameters of E2-M and F2α-M following single oral 
administration of 500 µg of PGE2 to healthy female subjects 
 (Without subtraction of endogenous levels) 
 n 
Cmax 
(pg/mL) 
tmax 
 (min) 
AUC0-180min 
(pg·h/mL) 
E2-M 7 1620 ± 900 20 (20, 75) 1440 ± 540 
F2α-M 12 129 ± 45 30 (15, 90) 181 ± 57 
Each value represents the mean ± SD except for tmax (median and range) 
 
また、E2-MおよびF2α-Mの各採血時点の定量値から内因性濃度を差し引いて外因性濃度を算
出し、この値に基づいて算出した薬物動態パラメータをTable 20に示した。外因性E2-Mおよび
F2α-MのAUC0-180minはそれぞれ1420 pg･h/mLおよび125 pg･h/mLであり、E2-MではF2α-Mの10倍
以上の値を示した。また、t1/2はそれぞれ29分および33分であり、いずれも血漿からの消失は速
やかであった。 
 
 
Table 20 Pharmacokinetic parameters of E2-M and F2α-M following single oral 
administration of 500 µg of PGE2 to healthy female subjects 
 (After subtraction of endogenous levels) 
 n 
Cmax 
(pg/mL) 
tmax 
 (min) 
AUC0-180min 
(pg·h/mL) 
t1/2 
(min) 
E2-M 7 1610 ± 910 20 (20, 75) 1420 ± 540 29 ± 14 
F2α-M 12 111 ± 48 30 (15, 90) 125 ± 63 33 ± 12 
Each value represents the mean ± SD except for tmax (median and range) 
 
次に、本章で得られたジノプロストン ベータデクス錠の単回投与後の血漿中 E2-M および
F2-M 濃度推移より、本剤の臨床での用法用量である 1 回 1 錠を 1 時間毎に 6 回経口投与した時
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の濃度推移を予測した結果を Fig. 30 に示した．血漿中 E2-M および F2-M 濃度は 2 回目投与以
降，定常状態に達すると予想された． 
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Fig. 30 Simulated plasma concentration-time profiles of E2-M and F2α-M after 6 times 
every 1 hour repeated oral administration of PGE2 at a dose of 500 µg. 
Simulation was performed with superposition method using the mean plasma concentrations 
at the single dose study. 
 
 
6-3-3 各種プロスタグランジン受容体に対するアゴニスト作用 
ジノプロストン ベータデクス錠の経口投与により血漿中濃度が顕著に増加したE2-Mおよび
F2α-M について各種プロスタグランジン受容体へのアゴニスト作用を検討した。なお対照とし
て PGE2 および PGF2αについてもアゴニスト作用を評価した（Table 21）。 
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Table 21  Agonist activity of E2-M，F2α-M，PGE2 and PGF2α at various PG-receptor 
subtypes  
 EC50 (nmol/L) 
 hEP1 hEP2 hEP3 hEP4 rEP3 mFP 
E2-M 920 3300 54 >10000 7500 >10000 
F2α-M >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 5000        
PGE2 1.2 4.4 0.69 5.1 7.9 600 
PGF2α 18 5700 99 >10000 2100 4.5 
CHO cells expressing human EP1 receptor (hEP1), human EP2 receptor (hEP2), human EP3 receptor 
(hEP3), human EP4 receptor (hEP4), rat EP3 receptor (rEP3) or mouse FP receptor (mFP) were treated 
with E2-M, F2α-M or receptor agonists (EP receptors, PGE2; FP receptor, PGF2α)．Agonist activity was 
evaluated based on change in intracellular calcium（EP1，EP3 and FP）or cAMP（EP2 and EP4）
concentration. Each data represent the mean of 4 for treatment group. 
 
E2-M は hEP1、hEP2 および hEP3 に対してアゴニスト活性を示したが、その中でも hEP3 に
対して最も強い活性を示した。このときの E2-M の EC50 値は 54 nmol/L であり、EC50 値が 0.69 
nmol/Lであった PGE2と比較して約 1/80程度の活性を有することが明らかになった。なお、E2-M
の EP3 受容体へのアゴニスト活性には種差があり、ヒト型受容体である hEP3 に対するアゴニ
スト活性に比べ、ラット型受容体である rEP3 に対する活性は約 1/140 であった。 
F2α-M は各種 EP 受容体へのアゴニスト活性を示さなかった。mFP に対してはアゴニスト活
性を有していたが、PGF2αと比較して 1/1000 以下の弱い活性であった。 
 
6-3-4  ラットにおける子宮収縮作用 
妊娠ラットに E2-M を静脈内投与したときの子宮収縮作用を検討した。E2-M を 30μg/kg の用
量で単回静脈内投与したときの子宮内圧の曲線下面積（AUC）は vehicle 群とほぼ同値であっ
たが、100 および 300μg/kg にて用量に応じた面積値の増加が認められた。E2-M 300μg/kg 投与
群における面積値は PGE2 30μg/kg 投与群とほぼ同値であり（Fig. 31）、妊娠ラットにおける
E2-M の子宮収縮の効力は PGE2の 1/10 と考えられた。 
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Fig. 31 Effects of PGE2 or of E2-M administered intravenously on spontaneous uterine 
contractions in anesthetized pregnant rats.  
Uterine motility in anesthetized pregnant rats was examined by means of the extraamniotic 
balloon catheter method, applying a moderate pressure load (aproximary 10 mm Hg)．The area 
(cm2) of uterine contractile curve recorded on the polygraph (2 min; 1 cm, 10 mm Hg; 3 cm) 
was calculated. ⊿area was calculated by subtracting the 10-min area of uterine contractile 
curve before intravenous administration of prostaglandinss from that after administration. 
Each column represents the mean ± S.E. of 5 animals. 
 
第 4節 考察 
本試験では健康成人女性にジノプロストン ベータデクス錠を、臨床での 1 回用量にあたる 1
錠（PGE2として 500μg）を健康成人女性に経口投与した時の PGE2 およびその代謝物の薬物動
態を明らかにした。 
本臨床試験の結果、未変化体である PGE2 の血漿中濃度の上昇は認められなかった。また、
PGE2は 9-ketoreductase により、同じく強力な子宮収縮作用を有する PGF2αに変換されるが
52)、
PGE2 と同様、PGF2αについても本剤投与後の血漿中濃度の上昇は認められなかった。この結果
より、ジノプロストン ベータデクス錠の臨床での有効性に対し、本剤に由来する外因性 PGE2
および PGF2αが直接関与している可能性は低いと考えられた。 
一方で、これらの代謝物である E2-M および F2α-M は投与前と比較して顕著に上昇し、特に
E2-M の Cmaxは投与前の約 300 倍に上昇した。これは内因性 PGE2濃度の約 1400 倍に相当する
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濃度である。PGE2は 15 位の水酸基がケト基に代謝されることで不活化されると考えられてお
り 60,61)、そのため E2-M が本剤の薬効に寄与しているとはこれまで考えられていなかった。し
かし、本剤投与後の E2-M の Cmaxは、内因性 PGE2濃度よりもはるかに高値であり、E2-M に PGE2
様の活性がわずかでもあれば薬効に寄与する可能性が考えられた。そこで、E2-M の各種プロス
タグランジン受容体に対するアゴニスト活性を確認したところ、 E2-M は子宮収縮に関与する
hEP3 受容体に対するアゴニスト活性を有することが明らかになった 62)。その作用は PGE2の約
1/80 であったが、E2-M の Cmaxが内因性 PGE2濃度の約 1400 倍ということを考慮すると、単純
計算では血漿中の PGE2 濃度が約 15 倍に上昇したのと同等の作用があると考えられた。 
次に、妊娠ラットを用い E2-M の子宮収縮作用を検討したところ、E2-M は PGE2 の約 1/10 の
子宮収縮作用を有することが明らかとなり、in vivo 評価系においても E2-M の薬効が示された。
なお、E2-M の rEP3 へのアゴニスト作用は PGE2の約 1/1000 であったにも関わらず、妊娠ラッ
トでは約 1/10 の活性であったが、この理由の一つとしては in vivo ではラット生体内で PGE2 が
速やかに代謝されたために、薬効が減弱したと考えられた。 
以上の結果より、E2-Mはin vitroおよびin vivoのいずれにおいても薬理作用を有することが示
されたことから、臨床においてもジノプロストン ベータデクス錠の薬効には代謝物として生
成されるE2-Mが関与しているものと推察された。また、臨床用法用量である1回1錠を1時間毎
に6回経口投与したときのE2-Mの血漿中濃度推移の予測を行ったところ、2回目投与以降は定常
状態に達すると推察された。なお、ヒトの体内でE2-Mは更なる代謝を受けるが63)、本章ではこ
れらの代謝物については定量を行っていない。しかし、代謝が進行するに従って代謝物は高極
性となり、受容体への親和性も低くなると推察されることから、E2-M以外の代謝物が本剤の有
効性に寄与している可能性は極めて低いと考えられた。また、F2α-Mに関してはmFPに対する
弱いアゴニスト作用（PGF2αの約1/1000）が認められたが、各種EP受容体へのアゴニスト作用
は認められなかった。ジノプロストン ベータデクス錠投与後のF2α-M のCmaxはE2-Mの約1/12
と低いことを考慮しても、F2α-Mの臨床効果への寄与は小さいと考えられた。 
PGE2およびPGF2α等のprimary なプロスタグランジンの代謝に関与する15-PGDHは体内のあ
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らゆる組織に存在し、特に肝臓と肺臓での活性が高いことが知られている64)。また、15-keto 
PGE2をE2-Mに代謝する15-ketoprostaglandin delta 13-reductaseも広く体内に分布している64)。した
がって、経口投与されたPGE2は肝臓、肺臓あるいは消化管で初回通過効果を受け、速やかに
E2-Mに代謝されることから、血漿中PGE2濃度の上昇が認められなかったと考えられた。なお、
E2-Mの血漿中濃度の上昇は経口投与後5分で既に認められていることから、PGE2からE2-Mへの
代謝は極めて速いと推察された。また、本試験では、ジノプロストン ベータデクス錠の投与
により血漿中F2α-M濃度の上昇が確認された。PGE2からF2α-Mへの代謝過程において、
9-ketoreductaseはPGE2からPGF2αあるいはE2-MからF2α-Mへの代謝に関与していると考えられ
ているが、各被験者のE2-MおよびF2α-Mのtmaxはほぼ同じであることから、9-ketoreductaseによ
る代謝反応も非常に速いと推察された。 
なお、今回の臨床試験は健康成人女性（非妊娠）を対象としており、本剤の適用対象である
妊娠末期の女性では検討されていない。一般に妊娠時には血漿容積の増加および蛋白結合の低
下に伴う分布容積の増大65)やチトクロームP-450の発現量の変動が生じるなど66)、さまざまな薬
物動態に対する変動要因があることが知られている。更に、血漿中PGE2およびPGF2α濃度は妊
娠週齢により血漿中濃度が変動するとの報告67)があることから、内因性のプロスタグランジン
の生成速度と代謝速度のバランスが非妊娠時とは異なっていると考えられる。そのため妊娠末
期の女性に本剤を投与したときの各測定対象物質濃度は、今回の非妊娠女性での結果とは必ず
しも一致しない可能性も否定できない。しかし、今回の試験はジノプロストン ベータデクス
錠をヒトに投与した時のPGE2、PGF2α、E2-MおよびPGF2αの薬物動態を同時に測定および解析
した初めてのケースであり、この結果は本剤の薬物動態の基本データとなることから、妊娠女
性での薬物動態を予測する上でも非常に有用な情報であると考えられた。 
 
  89 
第 7章 総括 
本研究では、逆相系カラムを 2 本組み合わせた 2D-LC/MS/MS システムによるプロスタグラ
ンジンおよび PGE1誘導体であるリマプロストの高感度定量法を開発し、これらの臨床薬物動
態試験に応用した。 
PGE1 誘導体であるリマプロストの定量法では、LLOQ が 0.100 pg/mL という極めて低濃度で
あるにも関わらず、バリデーションでは良好な真度、精度を示し、臨床薬物動態試験に十分利
用することが可能な定量法であることが示された。この定量法を用いて臨床用量におけるリマ
プロスト アルファデクス錠の臨床薬物動態試験を実施し、従来では不可能であった 5 および
10μg という極めて低い用量でのリマプロストの薬物動態を明らかにすることができた。これ
により、Cmax、AUC、tmax および t1/2 などの基本的な薬物動態パラメータを得ることができ、5
および 10μg の用量間で薬物動態が線形であることが示された。また、LLOQ を変更すること
なく、より少ない血漿量と短い分析時間で血漿中リマプロストを分析できるように定量法を改
良し、これを BE 試験に応用した。その結果、従来用いられていた製剤と耐湿性を改良した新
製剤の BE を示すことができ、医療現場において患者にとってメリットのある新製剤に置き換
えることが可能になった。なお、BE 試験においては 2000 本以上の検体の定量を行ったが、明
確な感度低下や保持時間の変動は認められず、本研究で開発した 2D-LC/MS/MS による定量法
は耐久性にも優れていることが示唆された。 
次に、リマプロストの定量法で開発した 2D-LC/MS/MS を応用し、ヒト血漿中 PGE2、PGF2α、
E2-M および F2α-M の定量法を開発した。LLOQ は PGE2で 0.500 pg/mL、その他は 2.50 pg/mL
であり、内因性濃度を定量できるほどの高感度な定量法であった。また、本研究で用いた
2D-LC/MS/MS は特異性が極めて高いことから、本定量法で得られた定量値は真の濃度を示し
ている可能性が高いと考えられた。この定量法を用い、ジノプロストン ベータデクス錠の臨
床薬物動態試験を実施したところ、未変化体である PGE2 および強い子宮収縮作用を有する
PGF2αの血漿中濃度は、投与前と比較してほとんど変動しておらず、これらの代謝物である
E2-M および F2α-M の濃度が上昇していることが示された。特に、E2-M 濃度は投与前の約 300
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倍にまで上昇し、PGE2 の約 1400 倍に該当する濃度であった。そこで E2-M について各種プロ
スタグランジン受容体発現細胞への作用を確認したところ、ヒトで子宮収縮に関与していると
考えられている EP3 受容体へのアゴニスト活性があることが示された。また、妊娠ラットを用
いた実験においても、E2-M は子宮収縮活性を示した。以上の結果から、ヒトにおいてジノプロ
ストン ベータデクス錠の投与により発現する薬理作用には、PGE2の代謝物として生成する
E2-M が大きく関与している可能性が考えられた。従来、ヒトに経口投与した PGE2 の血漿から
の消失は非常に早いと推察されていたが、具体的にそれを示した例は報告されておらず、また、
E2-M が活性本体であることを示唆した報告もない。本研究はこれらを示した最初の報告である
と考えられた。 
2D-LC/MS/MS は、本研究のように低分子の定量を目的として用いられることは極めて少な
く、その報告例も限られている。しかし、最近の医薬品候補化合物においては、特異体質性肝
障害など動物の結果からは想定できない副作用の発現を阻止することを目指し、化合物の薬理
活性を強くし、投与量を少なくすることが一般的な考え方となってきている。これに伴い、今
後の医薬品候補化合物の血漿中の薬物濃度も以前と比較して低下していくと考えられること
から、これまで以上に高感度の定量法が求められることになる。このような場合において、
2D-LC/MS/MS による高感度定量法は極めて効果的な手法になると考えられる。また、薬物動
態を目的とするだけではなく、プロスタグランジンを始め類縁体が生体内に多量存在し、通常
のLC/MS/MSでは互いの分離定量が困難な内因性物質をバイオマーカーとして定量する際にも、
2D-LC/MS/MS は有用であると考えられる。 
  91 
謝辞 
 
本学位論文を作成するにあたり、ご懇切なる御指導と御高閲を賜りました東北大学大学院薬
学研究科細胞情報薬学分野教授 中畑則道博士に謹んで感謝の意を表します。 
また、本学位論文を作成するにあたり、多大なるご助言をいただきました東北大学大学院薬
学研究科病態分子薬学分野教授 眞野成康博士ならびに東北大学大学院薬学研究科臨床分析
化学分野教授 大江知行博士に謹んで感謝申し上げます。 
本研究の機会を与えて頂き、終始ご支援頂きました小野薬品工業株式会社研究本部研究渉外
室 宮田康行室長ならびに小野薬品工業株式会社研究本部薬物動態研究所 小川幹男所長に
深く感謝いたします。 
本研究の遂行に当たり終始直接のご指導、ご助言を頂きました小野薬品工業株式会社 研究
本部 薬物動態研究所第三グループヘッド 柴川公雄修士ならびに前グループヘッド 高本
まゆみ氏に深く感謝いたします。 
本研究は多くの共同研究者に支えられたものであり、橋本義孝修士、枡田依子修士、松田大
修士、大野朋也修士、名古佐知子修士、喜多川純作修士、古川憲司修士、滝澤洋也修士に厚く
御礼申し上げます。 
また、本研究を進めるにあたり、終始ご指導、ご鞭撻を頂きました小野薬品工業株式会社研
究本部薬物動態研究所第四グループヘッド 中出進博士ならびに小野薬品工業株式会社研究
本部プロジェクト推進部 伊藤秀徳修士に深く御礼申し上げます。 
ここで名を挙げさせて頂きました方以外にも多くの共同研究者の存在があり、彼らの存在な
くして本研究は成り立たなかったと心から思っております。 
最後に、家庭での協力を惜しまなかった妻の博子、息子の天晟、佑晟に感謝致します。 
 
  92 
引用文献 
1)  Bygdeman M, Kwon SU, Mukherjee T, Roth-Brandel U, Wiqvist N. The effect of the 
prostaglandin F compounds on the contractility of the pregnant human uterus. Am J Obstet 
Gynecol. 1970; 106: 567-572. 
2)  Camras CB, Bito LZ, Eakins KE. Reduction of intraocular pressure by prostaglandins applied 
topically to the eyes of conscious rabbits. Invest Ophthalmol Vis Sci. 1977; 16: 1125-1134. 
3)  Urade Y, Hayaishi O. Prostaglandin D2 and sleep regulation. Biochim Biophys Acta. 1999; 1436: 
606-615. 
4)  Lewis RA, Soter NA, Diamond PT, Austen KF, Oates JA, Roberts LJ 2nd. Prostaglandin D2 
generation after activation of rat and human mast cells with anti-IgE. J Immunol. 1982; 129: 
1627-1631. 
5)  Matsuoka T, Hirata M, Tanaka H, Takahashi Y, Murata T, Kabashima K, Sugimoto Y, Kobayashi T, 
Ushikubi F, Aze Y, Eguchi N, Urade Y, Yoshida N, Kimura K, Mizoguchi A, Honda Y, Nagai H, 
Narumiya S. Prostaglandin D2 as a mediator of allergic asthma. Science. 2000; 287: 2013-2017. 
6)  Okinaga T, Mohri I, Fujimura H, Imai K, Ono J, Urade Y, Taniike M. Induction of hematopoietic 
prostaglandin D synthase in hyalinated necrotic muscle fibers: its implication in grouped necrosis. 
Acta Neuropathol. 2002; 104: 377-384. 
7) Breyer MD and Breyer RM. Prostaglandin E receptors and the kidney. Am J Physiol Renal 
Physiol. 2000; 279: F12-F23. 
8)  O'Brien JJ, Ray DM, Spinelli SL, Blumberg N, Taubman MB, Francis CW, Wittlin SD and Phipps 
RP. The platelet as a therapeutic target for treating vascular diseases and the role of eicosanoid and 
synthetic PPARgamma ligands. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2007; 82: 68-76. 
9) Heinricher MM, Martenson ME, Neubert MJ. Prostaglandin E2 in the midbrain periaqueductal 
gray produces hyperalgesia and activates pain-modulating circuitry in the rostral ventromedial 
medulla. Pain. 2004; 110: 419-426. 
10)  Yermakova A and O’Banion. Cyclooxygenases in the central nervous system: implications for 
treatment of neurological disorders. Curr Pharm Des. 2000; 6: 1755-1776. 
11)  Myers C, Koki A, Pamukcu R, Wechter W, Padley RJ. Proapoptotic anti-inflammatory drugs. 
Urology. 2001; 57 (Suppl 1): 73-76. 
12)  Kabashima K, Saji T, Murata T, Nagamachi M, Matsuoka T, Segi E, Tsuboi K, Sugimoto Y, 
Kobayashi T, Miyachi Y, Ichikawa A, Narumiya S. The prostaglandin receptor EP4 suppresses 
colitis, mucosal damage and CD4 cell activation in the gut. J Clin Invest. 2002; 109: 883-893.  
13) Narumiya S, Sugimoto Y and Ushikubi F, Prostanoid receptors: structures, properties, and 
functions. Physiol Rev. 1999; 79: 1193-1226. 
14)  Kobayashi T, Narumiya S. Function of prostanoid receptors: studies on knockout mice. 
Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2002; 68-69: 557-573. 
  93 
15)  Gershman H, Powers E, Levine L, Van Vunakis H. Radioimmunoassay of prostaglandins, 
angiotensin, digoxin, morphine and adenosine-3',5'-cyclic- monophosphate with nitrocellulose 
membranes. Prostaglandins. 1972; 1: 407-423. 
16)  Hofer G, Bieglmayer C, Kopp B and Janisch H. Measurement of eicosanoids in menstrual fluid by 
the combined use of high pressure chromatography and radioimmunoassay. Prostaglandins. 1993; 
45: 413-426. 
17)  Shono F, Yokota K, Horie K, Yamamoto S, Yamashita K, Watanabe K, Miyazaki H. A 
heterologous enzyme immunoassay of prostaglandin E2 using a stable enzyme-labeled hapten 
mimic. Anal Biochem. 1988; 168: 284-291. 
18)  Pradelles P, Grassi J and Maclouf J. Enzyme immunoassays of eicosanoids using 
acetylcholinesterase, Methods Enzymol. 1990; 187: 24-34. 
19)  Knott I, Raes M, Dieu M, Lenoir G, Burton M, Remacle J. Routine prostaglandin assay by 
GC-MS in multiwell tissue culture plates: application to human synoviocytes and chondrocytes. 
Anal Biochem. 1993; 210: 360-365. 
20)  Callaghan DH, Yergey JA, Rousseau P, Masson P. Respiratory tract eicosanoid measurement using 
microdialysis sampling and GC/MS detection. Pulm Pharmacol. 1994; 7: 35-41. 
21)  Schweer H, Meese CO, Watzer B, Seyberth HW. Determination of prostaglandin E1 and its main 
plasma metabolites 15-keto-prostaglandin E0 and prostaglandin E0 by gas chromatography/ 
negative ion chemical ionization triple-stage quadrupole mass spectrometry. Biol Mass Spectrom. 
1994; 23:165-170. 
22)  Tsikas D. Application of gas chromatography-mass spectrometry and gas chromatography-tandem 
mass spectrometry to assess in vivo synthesis of prostaglandins, thromboxane, leukotrienes, 
isoprostanes and related compounds in humans. J Chromatogr B. 1998; 717: 201-245. 
23)  Xu RN, Fan L, Rieser MJ, El-Shourbagy TA. Recent advances in high-throughput quantitative 
bioanalysis by LC-MS/MS. J Pharm Biomed Anal. 2007; 44: 342-355. 
24)  Hsieh Y. HPLC-MS/MS in drug metabolism and pharmacokinetic screening. Expert Opin Drug 
Metab Toxicol. 2008; 4: 93-101. 
25)  Takabatake M, Hishinuma T, Suzuki N, Chiba S, Tsukamoto H, Nakamura H, Saga T, Tomioka Y, 
Kurose A, Sawai T, Mizugaki M. Simultaneous quantification of prostaglandins in human 
synovial cell-cultured medium using liquid chromatography/tandem mass spectrometry. 
Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids. 2002; 67 :51-56. 
26)  Schmidt R, Coste O, Geisslinger G. LC-MS/MS-analysis of prostaglandin E2 and D2 in 
microdialysis samples of rats. J Chromatogr B. 2005; 826:188-197. 
27)  Hishinuma T, Suzuki K, Saito M, Yamaguchi H, Suzuki N, Tomioka Y, Kaneko I, Ono M and 
Goto J. Simultaneous quantification of seven prostanoids using liquid chromatography/tandem 
mass spectrometry: The effects of arachidonic acid on prostanoid production in mouse bone 
  94 
marrow-derived mast cells. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids.2007; 76: 321-329. 
28) Cao H, Xiao L, Park G, Wang X, Azim A, Christman JW and van Breemen RB. An improved 
LC-MS/MS method for the quantification of prostaglandins E2 and D2 production in biological 
fluids. Anal Biochem. 2008; 372: 41-51 
29)  Mascher DG, Zech K, Nave R, Kubesch KM, Mascher HJ. Ultra-sensitive determination of 
Formoterol in human serum by high performance liquid chromatography and electrospray tandem 
mass spectrometry. J Chromatogr B. 2006 ; 830: 25-34.  
30)  Xiang R, Shi Y, Dillon DA, Negin B, Horváth C, Wilkins JA. 2D-LC/MS analysis of membrane 
proteins from breast cancer cell lines MCF7 and BT474. J Proteome Res. 2004; 3: 1278-1283. 
31)  Essader AS, Cargile BJ, Bundy JL, Stephenson JL Jr. A comparison of immobilized pH gradient 
isoelectric focusing and strong-cation-exchange chromatography as a first dimension in shotgun 
proteomics. Proteomics. 2005; 5: 24-34. 
32)  Liu C and Zhang X. Multidimensional capillary array liquid chromatography and matrix-assisted 
laser desorption/ionization tandem mass spectrometry for high-throughput proteomic analysis. J 
Chromatogr A. 2007; 1139: 191-198. 
33)  Peng J, Elias JE, Thoreen CC, Licklider LJ, Gygi SP. Evaluation of multidimensional 
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC/LC-MS/MS) for large-scale protein 
analysis: the yeast proteome. J Proteome Res. 2003; 2: 43-50. 
34)  Kelly JF, Ding W. Using 2D-LC-MS/MS to identify Francisella tularensis peptides in extracts 
from an infected mouse macrophage cell line. Methods Mol Biol. 2008; 439: 257-267. 
35)  Nägele E, Vollmer M, Hörth P, Vad C. 2D-LC/MS techniques for the identification of proteins in 
highly complex mixtures.Expert Rev Proteomics. 2004 ; 1:37-46. 
36)  Fujitani B, Watanabe M, Kuwashima J, Tsuboi T, Kadokawa T, Kitagawa T. Effect of a 
prostaglandin E1 derivative (OP-1206) and acetylsalicylic acid on electrically induced thrombosis 
in guinea-pig mesenteric artery and its modification by an inhibitor of prostaglandin I2 synthetase, 
tranylcypromine. Jpn J Pharmacol. 1986 ; 40: 31-35. 
37)  Tsuboi T, Fujitani B, Maeda J, Yoshida K, Shimizu M, Kawasaki A, Okegawa T, Tsuboshima M. 
Effect of OP-1206, a prostaglandin E1 derivative, on guinea-pig platelet functions. Thromb Res. 
1980; 20: 573-580. 
38)  Tsuboi T, Hatano N, Nakatsuji K, Fujitani B, Yoshida K, Shimizu M, Kawasaki A, Sakata M, 
Tsuboshima M. Pharmacological evaluation of OP-1206, a prostaglandin E1 derivative, as an 
antianginal agent. Arch Int Pharmacodyn Ther. 1980 ; 247: 89-102. 
39)  栗原章、 片岡治、菅原幸子、佐野精司、白井康正、竹光義治、国分正一、中村耕三、粟
津荘司および大井淑雄、腰部脊柱管狭窄症に対する OP-1206・α-CD の臨床的有用性‐二
重盲検比較臨床試験‐、臨床医薬, 1996; 12: 511-529 
40)  Guidance for Industry, In Vivo Drug Metabolism/Drug Interaction Studies -  
  95 
Study Design, Data Analysis, and Recommendations for Dosing and Labeling, US Department of 
Health and Human Services, Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and 
Reserach (CDER), 1999. 
41)  Guidance for Industry, Bioanalytical Method Validation, US Department of Health and Human 
Services, Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and Reserach (CDER), 
2001. 
42)  Magnusson MO, Sandström R. Quantitative analysis of eight testosterone metabolites using 
column switching and liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Rapid Commun Mass 
Spectrom. 2004; 18: 1089-1094. 
43)  Heinig K, Bucheli F. Application of column-switching liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry for the determination of pharmaceutical compounds in tissue samples. J Chromatogr 
B. 2002; 769: 9-26. 
44)  Zou Y, Chen X, Song B, Zhong D. Determination of misoprostol acid in human plasma by liquid 
chromatography coupled to tandem mass spectrometry. J Chromatogr B. 2007; 852: 122-127 
45)  Demolis JL, Robert A, Mouren M, Funck-Brentano C, Jaillon P. Pharmacokinetics and platelet 
antiaggregating effects of beraprost, an oral stable prostacyclin analogue, in healthy volunteers. J 
Cardiovasc Pharmacol. 1993; 22: 711-716. 
46)  「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドラインについて」（平成 9 年 12 月 22 日医薬審
発第 487 号） 
47)  「後発医薬品の生物学的同等性試験ガイドライン等の一部改正について」（平成 13 年 5
月 31 日医薬審発第 786 号） 
48) 「剤型が異なる製剤の追加のための生物学的同等性試験ガイドライン」（平成 13 年 5 月
31 日医薬審発第 783 号） 
49)  Ulmsten U, Wingerup L and Ekman G. Local application of prostaglandin E2 for cervical ripening 
or induction of term labor. Clin Obstet Gynecol.1983; 26: 95-105. 
50) Gudex G. Induction of labour with prostaglandin E2; a prospective audit. N Z Med J. 1993; 106: 
78-80. 
51)  Bremme K, Eneroth P, Gottlieb C, Kindahl H, Svanborg K, Nilsson B, Olsson M and Bygdeman 
M. 15-keto-13, 14-dihydroprostaglandin E2-and F2α-metabolite levels in blood from men and 
women given prostaglandin E2 orally. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids.1989; 37: 
169-176. 
52)  Watanabe K. Prostaglandin F synthase. Prostaglandins Other Lipid Mediat. 2002; 68-69: 
401-407. 
53)  Granström E, Hamberg M, Hansson G, Kindahl H. Chemical instability of 
15-keto-13,14-dihydro-PGE2: the reason for low assay reliability. Prostaglandins. 1980; 19: 
933-957. 
  96 
54)  Araujo P and Frøyland L. Optimisation of an extraction method for the determination of 
prostaglandin E2 in plasma using experimental design and liquid chromatography tandem mass 
spectrometry. J Chromatogr B. 2006; 830: 212-217. 
55) Sublette ME, Bosetti F, DeMar JC, Ma K, Bell JM, Fagin-Jones S, Russ MJ and Rapoport SI. 
Plasma free polyunsaturated fatty acid levels are associated with symptom severity in acute mania. 
Bipolar Disord. 2007; 9: 759-776. 
56)  Rinne S, Ramstad Kleiveland C, Kassem M, Lea T, Lundanes E, Greibrokk T. Fast and simple 
online sample preparation coupled with capillary LC-MS/MS for determination of prostaglandins 
in cell culture supernatants. J Sep Sci. 2007 ; 30: 1860-1869. 
57)  Blewett AJ, Varma D, Gilles T, Libonati JR, Jansen SA. Development and validation of a 
high-performance liquid chromatography-electrospray mass spectrometry method for the 
simultaneous determination of 23 eicosanoids. J Pharm Biomed Anal. 2008; 46: 653-662 
58)  Ignatowska-Switalska H. Circadian rhythm of PGE2, PGF2 alpha and 6-keto-PGF1 alpha urinary 
excretion in healthy women. Prostaglandins Leukot Med. 1983; 11: 233-240. 
59)  Vijayakumar R, Walters WA. Myometrial prostaglandins during the human menstrual cycle. Am J 
Obstet Gynecol. 1981; 141: 313-318. 
60)  Atkins D, Martin TJ. Rat osteogenic sarcoma cells:effects of some prostaglandins, their 
metabolites and analogues on cyclic AMP production. Prostaglandins. 1977 ; 13: 861-871. 
61)  Nishigaki N, Negishi M, Ichikawa A. Two Gs-coupled prostaglandin E receptor subtypes, EP2 
and EP4, differ in desensitization and sensitivity to the metabolic inactivation of the agonist. Mol 
Pharmacol. 1996; 50: 1031-1037. 
62)  Negishi M, Sugimoto Yand Ichikawa A, Molecular mechanisms of diverse actions of prostanoid 
receptors. Biochem Biophys Acta. 1995; 1259: 109-120. 
63)  Hamberg M, Samuelsson B. On the metabolism of prostaglandins E 1 and E 2 in man. J Biol Chem. 
1971 ; 246: 6713-6721. 
64)  Änggård E. Larsson C. Samuelsson B. The distribution of 15-hydroxy prostaglandin 
dehydrogenase and prostaglandin-13-reductase in tissues of the swine. Acta Physiol Scand.1971; 
81:396-404 
65)  Loebstein R, Lalkin A, Koren G. Pharmacokinetic changes during pregnancy and their clinical 
relevance. Clin Pharmacokinet. 1997; 33: 328–343. 
66)  Anderson GD. Pregnancy-induced changes in pharmacokinetics: a mechanistic-based approach. 
Clin Pharmacokinet 2005; 44: 989-1008. 
67)  Coats P. Walker E. Youssefnejadian E. Craft L. Variations in plasma steroid and prostaglandin 
concentrations during human pregnancy. Acta Obstet Gynecol Scand. 1977; 56:453-457 
